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Abstract 
Immobilization of enzymes in aqueous hydrogel beads which are suspended in 
organic solvents is a promising technique for the production of hydrophobic 
fine chemicals. For the rational design of such enzyme immobilizates, the 
complex interaction between mass transfer across the interface, diffusion in the 
hydrogel bead and enzyme reaction has to be investigated in detail. It is 
obvious that the development of such a complex model can only be based on 
highly significant and precise measurement data. An established procedure is to 
take samples from the organic phase for concentration measurements. It was 
shown that the performance of the classical approach of taking samples from 
the organic phase is insufficient for a mechanistically correct understanding of 
the process. The approach of this work is to develop new methods for the 
detection of spatially and temporally resolved concentration gradients at a 
microscopic scale in hydrogel beads by means of laser scanning microscopy.  
In this work a new method for optical pH monitoring using pH-sensitive dyes is 
demonstrated. As a first step, calibration curves of two different indicator dyes 
are recorded. For the calibration of the correlation between the pH-value and 
fluorescence lifetime the decay of the fluorescence intensity after the excitation 
pulses is recorded and measured by time-correlated single photon counting 
with a temporal resolution of 815 fs using a confocal laser scanning 
microscope. The acidic and basic forms of the dyes have different pH-
independent lifetimes. At a defined pH-value the decay curve is composed of 
lifetime components of both forms. The proportion of the acidic and basic 
components changes with variation of the pH value and a biexponential 
intensity decay over time will yield lifetimes and their proportion. The 
calibration curves are evaluated concerning pH-range, dynamic range and 
measurement uncertainty. After choosing Resorufin as pH indicator dye, the 
diffusion of propionic acid into the Ca-alginate hydrogel bead is investigated 
optically. The change in pH-value over time resulting from the diffusion of 
propionic acid into the hydrogel bead is observed in the centre of the hydrogel 
bead with a temporal resolution of one second. As competing model 
assumptions the Fickian and Nernst--Planck diffusion laws are considered and 
compared with the measured pH-progress. To our knowledge lifetime confocal 
laser scanning microscopy is used for the first time in this study for the 
quantification of dynamic pH-changes in macroscopic particles with 
microscopic resolution. 
In the second part of this thesis, multiphoton microscopy is shown as a 
promising technique to detect spatially and temporally resolved concentration 
gradients of chemical compounds, e.g. reactants in hydrogel-encapsulated 
biocatalysts. In contrast to current methods, this method has an improved 
spatial and temporal resolution and gives the possibility to measure educt or 
product concentrations in hydrogel beads and hence facilitates the 
identification of various kinetic phenomena. 
In a first step, the phenomena diffusion, coupled diffusion and mass transfer 
through the phase boundary are investigated in the bead center. Finally, the 
complete system – consisting of diffusion, mass transfer and enzymatic reaction 
– is observed spectroscopically by measuring concentration gradients along the 
bead radius with temporal and spatial resolution. This measurement technique 
enables a subsequent mechanistic model identification, which in turn leads to 
an enhanced knowledge of reaction kinetics and supports the design of 
biotechnological processes. This task was only possible due to excellent spatial 
(25 μm) and temporal (5 sec) resolution and the accuracy (±1 %) achieved by 
using a multiphoton microscopy set up. 
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Zusammenfassung 
Enzyme eignen sich durch ihre hochspezifische katalytische Wirksamkeit für die 
industrielle Synthese von Feinchemikalien. Um sie in industriellen Prozessen, in 
denen Edukte und Produkte in organischen Lösungsmitteln geführt werden, 
einsetzbar zu machen, werden sie in wässrigen Hydrogelen immobilisiert. Sie 
behalten auch dann ihre katalytische Aktivität, wenn die Hydrogele in Form 
kleiner Kugeln in einer organischen Umgebungslösung suspendiert werden. 
Dieses neuartige Reaktionskonzept stellt einen erfolgversprechenden Ansatz für 
die industrielle Produktion hydrophober Feinchemikalien dar. Für die rationale 
Auslegung von Enzym Immobilisaten muss das komplexe Wechselspiel aus 
Diffusion in der Hydrogelkugel, Stofftransport über die Phasengrenze und der 
enzymatischen Reaktion detailliert untersucht werden. Die Entwicklung eines 
solch komplexen Modells verlangt die Bereitstellung aussagekräftiger und 
präziser Messdaten. Die Datengüte der klassischen Herangehensweise einer 
Probennahme aus der organischen Umgebungslösung ist für ein mechanistisch 
korrektes Prozessverständnis nicht ausreichend. Einen neuen Ansatz für 
Entwicklung von Methoden zur Detektion ortsaufgelöster Zeitverläufe von 
Konzentrationsgradienten auf mikroskopischer Skala in Hydrogelen bietet die 
Laserscanning Mikroskopie.  
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird eine neue Methode zum optischen 
pH-Monitoring unter Verwendung pH-sensitiver Indikatorfarbstoffe vorgestellt. 
Dabei wird die Fluoreszenzlebensdauer als Funktion des pH-Wertes bestimmt. 
Zu diesem Zweck werden zunächst die Kalibrierkurven zweier 
Indikatorfarbstoffe aufgezeichnet. Um in einer Kalibrierung die Korrelation 
zwischen pH-Wert und Fluoreszenzlebensdauer zu bestimmen, wird der Abfall 
der Fluoreszenzintensität nach einem anregenden Laserpuls zeitaufgelöst 
protokolliert. Ein konfokales Laserscanning Mikroskop mit integriertem Modul 
zum zeitaufgelösten Einzelphotonenzählen registriert Fluoreszenzabklingkurven 
mit einer zeitlichen Auflösung von 815 fs. Die protonierte und deprotonierte 
Form der Indikatorfarbstoffe besitzen unterschiedliche Lebenszeiten. An 
definierten pH-Werten setzt sich der aufgezeichnete Abfall der Lebensdauern 
aus beiden Spezies zusammen, wobei deren jeweiliger Anteil am Signal mit 
dem pH-Wert variiert. Eine Fitprozedur mit biexponentiell abklingender 
Fitfunktion liefert die Lebensdauern und deren Anteil am Signal. Zur Auswahl 
eines Indikatorsystems werden die Kalibrierkurven hinsichtlich pH-Bereich, 
Dynamikbereich und Messunsicherheit evaluiert. Nach der Auswahl von 
Resorufin als Indikatorfarbstoff wird die Eindiffusion von Propionsäure in 
Kalzium-Alginat Hydrogelbeads optisch bestimmt. Die zeitliche Änderung des 
pH-Wertes wird in der Mitte der Hydrogelkugeln mit einer zeitlichen Auflösung 
von 1 s untersucht. Die experimentellen Verlaufskurven werden mit den 
Vorhersagen der konkurrierenden Modellhypothesen nach Fickscher und 
Nernst-Planckscher Diffusion verglichen. Die konfokale 
Fluoreszenzlebenszeitspektroskopie mit mikroskopischer Auflösung wird somit 
erstmals zur Quantifizierung dynamischer pH-Änderungen in makroskopischen 
Partikeln eingesetzt.  
Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wird mit der Multiphotonen 
Mikroskopie eine vielversprechende Methode zur orts- und zeitaufgelösten 
Detektion von Konzentrationsgradienten chemischer Komponenten, z.B. von 
Edukten und Produkten enzymatisch katalysierter Reaktionen in 
Hydrogelkugeln, aufgezeigt. Im Gegensatz zu gängigen Ansätzen vereinfacht 
die Methode durch eine verbesserte Orts- und Zeitauflösung bei der 
Datenakquisition die Identifizierung einer Vielzahl kinetischer Parameter wie 
Diffusions- und Transportkoeffizienten, sowie Gleichgewichtskonstanten und 
Umsatzraten in Hydrogelbeads.  
Zunächst werden die Phänomene Diffusion und Stofftransport mit gekoppelter 
Diffusion über die Phasengrenzfläche separat im Kugelmittelpunkt untersucht. 
In einem letzten Schritt wird das reaktive Gesamtsystem bestehend Diffusion 
Stofftransport und enzymkatalysierten Reaktion durch Messung von 
Konzentrationsgradienten entlang des Radius spektroskopisch charakterisiert. 
Die vorgestellte Messtechnik ermöglicht eine nachfolgende mechanistische 
Modellidentifikation, was mit einem verbesserten Verständnis der 
Reaktionskinetik einhergeht und die Auslegung und Entwicklung 
biotechnologischer Prozesse unterstützt. Es konnte eine exzellente örtliche 
(25 μm) und zeitliche (5 s) Auflösung durch eine multiphotonenbasierte 
Messmethode erreicht werden. 
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1 Einleitung 
1.1 Motivation 
Da die Versorgung der chemischen Industrie mit ölbasierten Rohstoffen 
aufgrund der Ressourcenknappheit in zunehmendem Maße teuer und 
aufwändig wird, ist es erforderlich, nach alternativen Wegen für attraktive und 
effiziente Produktionsmöglichkeiten zu suchen. Daher richtet sich der Fokus der 
aktuellen Forschung verstärkt auf neue Synthesemethoden für Feinchemikalien 
aus nachwachsenden Biomaterialien (Woodley, 2008). Neben etablierten 
chemischen Synthesemethoden werden nun auch vermehrt biokatalytische 
Prozesstechniken eingesetzt (Breuer et al., 2004, Sheldon et al., 2007, 
Woodley, 2008).  
Die komplexen strukturellen Eigenschaften von Enzymen ermöglichen 
hervorragende selektive und spezifische Katalysefunktionen, mit denen große 
Prozessvorteile in der biotechnologischen Synthese von Feinchemikalien 
einhergehen (Lynd et al., 1999, Schmid et al., 2002). So weisen einerseits die 
meisten Enzyme ihre höchste Aktivität in wässriger Umgebung auf, andererseits 
bieten wässrige Phasen hydrophoben Reaktanden geringe Löslichkeiten, was zu 
niedrigen Umsatzraten führt (Schmid et al., 2001). In ideal durchmischten, 
wässrig organischen Zweiphasensystemen kann ein zusätzlicher direkter 
Kontakt mit der organischen Umgebungslösung im Bereich der Phasengrenze 
die Enzyme deaktivieren (Baldascini und Janssen, 2005). Hydrogele mit 
eingeschlossenem Biokatalysator, die in organischen Lösungsmitteln 
suspendiert sind, stellen einen Sonderfall reaktiver Zweiphasensysteme dar 
(Halling, 1994). Die Kompartimentierung bietet Vorteile für die Reaktionskinetik 
und -thermodynamik, aber auch für die Reaktionsführung (Ansorge-
Schumacher et al., 2006). 
Mit Hilfe von mechanistischen Modellen lässt sich die Produktion der 
Feinchemikalien in gelstabilisierten Zweiphasensystemen verfahrenstechnisch 
optimieren. Dabei müssen in komplexen Simulationen die Einzelschritte der 
enzymatisch katalysierten Reaktion wie Diffusion, Phasenübergänge oder 
reaktive Einzelschritte in ein mathematisches Modell implementiert werden. Die 
Simulation erlaubt ein tiefes Verständnis des gesamten Reaktionsablaufs und 
ermöglicht so dessen verfahrenstechnische Optimierung. Die Entwicklung und 
Validierung mechanistischer Modelle verlangt die Bereitstellung von nicht-
invasiven orts- und zeitaufgelösten Messdaten, die im Inneren der 
Hydrogelmatrix aufgenommen werden (Zavrel, 2009). Aufgrund des Fehlens 
entsprechender Techniken, werden heute standardmäßig Datensätze aus 
Messungen in der Umgebungslösung zur Modellbewertung herangezogen, die 
 Lasermessverfahren für die zeitaufgelöste Quantifizierung von
Konzentrationsprofilen in Hydrogel Matrices2
lediglich globale Informationen über den Prozessverlauf liefern (Berendsen et 
al., 2006, Magario et al., 2008, Carvalho, 2008). Das komplexe Zusammenspiel 
zwischen Stofftransport über die Phasengrenze, Diffusion im Inneren der 
Hydrogele und der Enzymreaktion wird bisher nicht im Detail untersucht, 
sondern stattdessen das Gesamtsystem auf Basis apparenter enzymkinetischer 
Parameter beschrieben (Buchholz, 2005). 
Die konfokale Mikroskopie in Verbindung mit der Fluoreszenzspektroskopie 
bietet die Möglichkeit der in situ Quantifizierung von 
Reaktandenkonzentrationen in streuenden Hydrogelen mit hoher örtlicher 
sowie zeitlicher Auflösung. Ein konfokales Laserscanning Mikroskop bietet eine 
hohe örtliche Auflösung und erlaubt die Positionierung des Laserfokus mit 
μm-Präzision. Zum Einsatz kommen Techniken, mit denen über eine 
Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauer zeitaufgelöste pH Profile in 
Hydrogelen erstellt werden können („Fluorescence Lifetime Imaging (FLIM)“, 
Morgan et al., 1990, Bugiel et al., 1989). Somit können im Falle pH-sensitiver 
Reaktionen auch in streuenden Medien Verlaufskurven der Reaktanden 
aufgezeichnet werden, da eine ortsabhängige Fluoreszenzintensität nicht zu 
einer Verfälschung der Messergebnisse führt.  
Die Multiphotonenmikroskopie (Denk et al., 1990) dient als schnelle 
Messtechnik für die Quantifizierung von fluoreszierenden Komponenten bei 
Messungen von Diffusions- und Reaktionsverläufen mit intrinsisch 
fluoreszierenden Reaktanden. Hierbei kann auch eine direkte Messung der 
Fluoreszenzintensität im Inneren der Hydrogele erfolgen, da keine starke 
Verfälschung der Messsignale durch Streuung von Anregungs- und 
Detektionslicht stattfindet. Die Einführung von Linienscans entlang des Radius 
der Hydrogeltropfen ermöglicht aufgrund der hohen Orts- und Zeitauflösung 
erstmals die simultane Schätzung von Reaktions- und Stofftransportparametern 
(Zavrel et al., 2009). 
1.2 Enzymatisch katalysierte Reaktionen 
Enzyme eignen sich aufgrund ihrer hohen Spezifität und Selektivität 
hervorragend für die großtechnische Produktion hydrophober Feinchemikalien. 
Die Potentiale von wässrig-organischen Zweiphasensystemen wurden erstmals 
in den Siebziger Jahren beschrieben (Cremonesi, Klibanov, 1977).  
Als Beispiel für eine enzymatische Mehrphasenkatalyse wird die stereoselektive 
Carboligation von zwei 3,5-Dimethoxybenzaldehyd (DMBA) Molekülen zu (R)-
3,3',5,5'-Tetramethoxybenzoin (TMB) unter Einfluss des Katalysatorenzyms 
Benzaldehydlyase (BAL) untersucht. Bei einer solchen A+A->B Reaktion dient 
ein Benzaldehydmolekül als Elektronendonor, das andere fungiert als Akzeptor. 
Die Reaktion findet in Hydrogelen statt, in denen immobilisierte Enzyme 
eingebettet sind. Die Hydrogelkugeln sind von einer organischen Phase 
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umgeben. Die organische Phase dient sowohl als Reservoir für die Substrate, als 
auch als Extraktionsmedium der umgesetzten Produkte (Halling, 1994). Bei 
geeigneter Wahl liefert das organische Lösungsmittel hohe Löslichkeiten und 
Produktausbeuten für Stoffklassen, die in wässriger Phase praktisch unlöslich 
sind (Diender et al., 2002, Eckstein et al., 2006).  
Die Reaktion erfolgt in sphärischen Hydrogelbeads (HGB), in denen Enzyme 
homogen eingebettet sind und die in einer organischen Phase suspendiert 
werden. Hydrogelbeads sind gelstabilsierte Tropfen, die den biologisch aktiven 
Enzymen eine wässrige Umgebung bereitstellen. Eine Immobilisierung der 
Enzyme in Hydrogelmatrices ist insofern notwendig, da Enzyme nur in ihrer 
physiologischen, wässrigen Umgebung aktiv sind. Die wässrige Phase der 
Gelimmobilisate bildet somit die reaktive Phase, in der die Katalyse stattfindet, 
wohingegen die organische Phase als Substratreservoir und 
Produktextraktionsmedium dient (Halling, 1994, Klibanov, 1977). In der 
organischen Bulkphase werden die Substrate in hohen Konzentrationen gelöst. 
Die hydrophoben Substrate werden entsprechend ihrer Löslichkeit über die 
Phasengrenze transportiert. In den Hydrogelen werden die Substrate von 
biologisch aktiven Enzymen zum Reaktionsprodukt umgesetzt. Das ebenfalls 
hydrophobe Reaktionsprodukt verlässt den Mikroreaktor und wird über die 
Phasengrenze zurück in die organische Umgebungslösung transportiert.  
Bild 1 Gelstabilisierte 
wässrig organische 
Zweiphasensysteme. 
Die Hydrogele liefern 
den Enzymen eine 
wässrige Umgebung 
und sind in einer 
organischen 
Bulkphase 
suspendiert.  
 
Substrat
Bulkphase Hydrogelbead
Enzym
ProduktSubstrat
2,5 mm
 
 
Somit verschiebt sich das chemische Gleichgewicht im Hydrogel aufgrund 
unterschiedlicher Löslichkeiten von Substrat und Produkt zu Gunsten des 
Produktes. Die zu bestimmenden Substratkonzentrationen werden im Rahmen 
der vorliegenden Dissertation erstmals im Inneren von Hydrogelbeads 
gemessen.  
 Lasermessverfahren für die zeitaufgelöste Quantifizierung von
Konzentrationsprofilen in Hydrogel Matrices4
1.3 Modellgestützte experimentelle Analyse - MEXA 
Ein systematischer Arbeitsprozess für die Identifikation mechanistischer Modelle 
von komplexen kinetischen Phänomenen in mehrphasigen Reaktionssystemen 
wurde 2005 eingeführt (Marquardt, 2005) und trägt den Namen 
„Modellgestützte experimentelle Analyse“ („model-based experimental 
analysis“ (MEXA)). Das Ziel des MEXA-Konzeptes besteht darin, durch den 
Einsatz der Möglichkeiten moderner Simulationsmethoden die Modellstruktur, 
die Entwicklung experimenteller Methoden und deren wechselseitiges 
Zusammenspiel iterativ und systematisch zu verbessern. Die Vorgehensweise 
des MEXA Prozesses stellt ein abstraktes Konzept dar und wird an der RWTH 
Aachen im Rahmen des Sonderforschungsbereichs 540 („Modellgestützte 
experimentelle Analyse kinetischer Phänomene in mehrphasigen fluiden 
Reaktionssystemen“, SFB 540) zur Untersuchung einer Vielzahl 
herausfordernder kinetischer Phänomene eingesetzt. Deren mechanistische 
Aufklärung in reaktiven Mehrphasensystemen, bei 
Multikomponentendiffusionen sowie bei der Bestimmung des Wärmetransports 
in Fallfilmen wird durch das Ziel der Prozessoptimierung in großindustriellen 
Mehrphasenreaktoren motiviert. Die Übersicht in Bild 2 illustriert schematisch 
die MEXA-Methodik und ihre grundlegenden Arbeitsschritte. 
Bild 2 Schematische 
Darstellung der 
Vorgehensweise der 
modellgestützten 
experimentellen 
Analyse (MEXA). 
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Nachdem früher versuchte wurde, kinetische Phänomene zu entkoppeln, um 
einfache Modelle mit einer analytischen Lösung und damit verbunden eine 
einfache Modellidentifikation zu erzielen, werden bei der heute üblichen 
Vorgehensweise moderne Simulationsmethoden genutzt. Demzufolge wird 
zunächst ein mathematisches Modell aus Intuition und Vorwissen, basierend 
auf physikalischen, chemischen oder biologischen Gesetzmäßigkeiten erstellt. 
Das Modell kann anschließend mit numerischen Methoden gelöst werden. Auf 
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Basis der Modelle werden a priori Simulationen gestartet, um ein Experiment zu 
gestalten und dessen Verhalten bereits vor Messbeginn sondieren und 
optimieren zu können. Eine zusätzliche Sensitivitätsanalyse evaluiert die 
Abhängigkeit der Parameter von der Messposition und den Messzeitpunkten 
und maximiert somit den Informationsgehalt der optimal geplanten 
Messkampagne.  
Nach diesen Vorgaben kann nun das eigentliche Herzstück, das optimierte 
Experiment entwickelt, aufgebaut und durchgeführt werden. Vor dem 
Hintergrund einer nachfolgenden Parameterschätzung und 
Modelldiskriminierung erweisen sich hochauflösende Messtechniken als 
vorteilhaft (Marquardt, 2005). Dementsprechend werden im Rahmen dieser 
Arbeit nicht invasive fluoreszenzspektroskopische Methoden entwickelt, die es 
gestatten, in situ kinetische Verlaufskurven mit hoher Orts- und Zeitauflösung 
aufzuzeichnen. 
Die Messgrößen mit maximiertem Informationsgehalt, im Falle der vorliegenden 
Arbeit Konzentrationsprofile und pH-Verläufe von Reaktanden in 
Hydrogelbeads, werden als Ergebnis unbekannter Prozesse betrachtet, die es im 
Anschluss zu quantifizieren und zu modellieren gilt. Dieser Arbeitsschritt wird 
als Formulierung und Lösung inverser Probleme bezeichnet. Sowohl die 
Modellidentifikation als auch die Schätzung kinetischer Modellparameter auf 
Basis der gemessenen Verlaufskurven stellen inverse Probleme dar, wobei deren 
Lösung – sofern überhaupt möglich – mit hohem numerischen Aufwand 
einhergeht.  
Bei der Bearbeitung komplexer Fragestellungen führt die erste MEXA-Schleife 
häufig noch nicht zu Resultaten ausreichender Präzision und Detaillierung. 
Folglich beginnt ein nächster Iterationszyklus, bei dem die hinzugewonnenen 
Erkenntnisse in die Verbesserung der Modelle und die Neuauslegung des 
Experiments einfließen (Bardow und Marquardt, 2007).  
Für die Realisierung des MEXA Arbeitsprozesses bedarf es Spezialisten aus 
verschiedenen Forschungsdisziplinen, um die Lösung der komplexen 
Phänomene in enzymatischen Mehrphasenkatalysen zielgerichtet 
voranzutreiben. Am Lehrstuhl für Bioverfahrenstechnik wurden mechanistisch 
motivierte Modelle und a priori Simulationen, Sensitivitätsanalysen und die 
Parameterschätzungen zur Lösung inverser Probleme entwickelt 
(Zavrel et al.,2009, Spiess et al., 2008 ). Theoretische Arbeiten zur optimierten 
Versuchsplanung in zweiphasigen Reaktionssystemen wurden in Kooperation 
mit Partnern des Lehrstuhls für Prozesstechnik angefertigt (Michalik et al., 
2009). Die verwendeten Lösungen und Hydrogele stammen vom Lehrstuhl für 
Biotechnologie der RWTH Aachen (Schmidt, 2008). 
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1.4 Stand der Technik für die Analyse biochemischer Reaktionen 
Bei den gängigen Ansätzen zur Bestimmung kinetischer Parameter in 
enzymkatalysierten Zweiphasensystemen werden meist in definierten 
Zeitintervallen Proben aus der Bulkphase des Systems entnommen (Polakovic et 
al., 2001; Berendsen et al., 2006, Magario et al., 2008, Carvalho et al., 2008). 
Damit werden aber lediglich Informationen über das Gesamtsystem gewonnen, 
die sich für eine Bestimmung diffusionsbezogener Parameter in der Gelmatrix 
nicht eignen.  
Die Sensitivität gegenüber Diffusion und Transportphänomenen ist im 
Kugelmittelpunkt am größten (Spiess et al., 2008; Zavrel et al., 2009), und eine 
gezielte mathematische Optimierung von Reaktionsabläufen benötigt Modelle 
mit hohem Detaillierungsgrad. Dies erfordert Konzentrationsinformationen der 
chemischen Spezies mit hoher Orts- und Zeitauflösung, wobei die Datensätze 
im Innern der Immobilisierungsmatrix aufgenommen werden müssen. Für diese 
Zwecke eignen sich spektroskopische Ansätze besonders gut, die 
dementsprechend auch verstärkt Verwendung finden. Fourier Transform 
Infrarot (FTIR) Spektroskopie (Frazier et al., 2001) wird für die ortsaufgelöste 
Beobachtung von Konzentrationen chemischer Reaktanden und zur 
Bestimmung von Diffusionskoeffizienten in Hydrogelscheiben (Kwak and 
Lafleur, 2003) eingesetzt. Der erlangte Detaillierungsgrad ist jedoch nicht 
ausreichend, um auch Stofftransportphänomene quantifizieren zu können 
(Frazier et al., 2001, Oeyaas et al., 1995). Große Fortschritte lieferte die 
Einführung der Raman Spektroskopie (Heinemann et al., 2004), jedoch 
überlappen die Spektren der strukturell eng verwandten Edukte und Produkte. 
Dies stellt eine Limitierung dieses Ansatzes dar und methodenbedingte hohe 
Nachweisgrenzen erschweren zusätzlich die Untersuchung von Stoffklassen 
geringer Löslichkeit. Kernspinresonanzspektroskopie (NMR Spektroskopie) wird 
in der Aufklärung von Strukturen und Dynamiken durch Untersuchung der 
elektronischen Umgebung durch Wechselwirkung mit Nachbaratomen in 
Chemie und Biochemie angewandt. Hierbei gilt es einen Kompromiss zwischen 
chemischer, zeitlicher und örtlicher Auflösung zu finden. Auch in der 
Bildgebung werden NMR-Techniken zur Visualisierung von 
Transportphänomenen und chemischen Reaktionen eingesetzt 
(Küppers et al., 2002).  
Die konfokale Laserscanning Mikroskopie (Carlsson et al., 1985) nutzt bei der 
spektroskopischen Beobachtung chemischer Reaktanden fluoreszierende 
Eigenschaften der Moleküle aus. Folglich benötigt die Analyse mit einem 
konfokalen Laserscanning Mikroskop entweder fluoreszierende Moleküle, um 
Konzentrationen zu quantifizieren (Tallarek et al., 2003; Cvetkovic et al., 2004), 
oder Fluoreszenzmarker, die Makromolekülen angehaftet werden, um 
ortsaufgelöst Konzentrationsbestimmungen durchführen zu können 
(Kasche et al., 2003). Traditionelle Einsatzgebiete der konfokalen Laserscanning 
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Mikroskopie sind bildgebende Anwendungen in der Zellbiologie (Pygall et al., 
2007; Halbhuber und König, 2003; Paddock et al., 1999; Lo et al., 2006). Die 
Messung von Enzymkinetiken in makroskopischen Hydrogelbeads erfordert 
jedoch besondere Anpassungen. Für Spezialfälle sind bereits erste Adaptionen 
erfolgt. Laca (Laca et al., 1999) konnte die Diffusion von Proteinen in 
Alginatbeads unter Benutzung eines konfokalen Laserscanning Mikroskops 
quantifizieren, und Spiess (Spiess et al., 2001) erstellte pH-Profile in 
Enzymträgern. Die Methode wird auch zur bildbasierten Aufnahme von 
Agglomerationen in Hydrogelbeads eingesetzt (van Berg et al., 2009; Li et al. 
2008). Watkins bestimmte den molekularen Transport in photopolymerisierten 
Polyethylenglykol Hydrogelen und verglich die aus einer quantitativen 
Bildauswertung generierten Verläufe mit Modellvorhersagen Fickscher Diffusion 
(Watkins et al., 2005). 
Die fluoreszenzbasierte Quantifizierung von Konzentrationen in 
Hydrogelmatrices ist durch die eindringtiefenabhängige Abschwächung des 
Anregungs- und Fluoreszenzlichts limitiert, was eine schnelle Bewertung 
dynamischer Diffusionsprozesse verhindert (Heinemann et al., 2004). Abhilfe 
bei der Abschwächung des Anregungssignals verschafft eine 
Multiphotonenanregung (Denk et al., 1990) der fluoreszierenden Moleküle im 
Laserfokus. Die Methode wird heute standardmäßig als bildgebendes Verfahren 
in der Zellbiologie in streuenden Gewebe eingesetzt (Helmchen und 
Denk, 2005, König 2000) - zur Quantifizierung von Reaktanden für die 
Aufklärung von Kinetiken biochemischer Enzymkatalysen findet sie jedoch noch 
keine Verwendung. 
Ein weiterer Ansatz, um die Problematik der Signalabschwächung zu umgehen, 
bietet die Fluoreszenzlebenszeitspektroskopie (Morgan et al., 1990, 
Kuwana et al., 2004). Hierbei wird statt der ortsabhängigen Intensität der 
Fluoreszenz die Lebensdauer als Messgröße verwendet. Dadurch lassen sich 
Informationen über die lokale Umgebung der Fluorophore, wie der pH-Wert, 
Brechungsindex, Sauerstoff- und Ionenkonzentrationen ohne den Einsatz 
zusätzlicher radiometrischer Messungen gewinnen (Suhling et al., 2005).  
1.5 Zielsetzung dieser Arbeit 
Ziel der Arbeit ist die Entwicklung und Bereitstellung laserspektroskopischer 
Methoden, die eine in situ Messung von Reaktandenkonzentrationen in 
gelstabilisierten wässrig organischen Zweiphasensystemen ermöglichen. Das 
Ziel der Arbeit besteht darin, universell anwendbare optische Messtechniken zu 
entwickeln und deren prinzipielle Eignung für die Quantifizierung von 
Reaktandenkonzentrationen in enzymatisch katalysierten wässrig organischen 
Zweiphasensystemen zu demonstrieren. Die entwickelten Messtechniken sollen 
zukünftig in Enzymumsetzungen mit gekoppelter pH-Tönung zum Einsatz 
kommen. Dies geschieht mit der Absicht, die im Rahmen dieser Arbeit 
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etablierten Verfahren zu kombinieren und auch bei der Untersuchung von 
komplexeren Multikomponentenreaktionssystemen anzuwenden.  
Die angefertigte Arbeit ist eingebettet in den SFB 540 „Modellgestützte 
experimentelle Analyse kinetischer Phänomene in mehrphasigen fluiden 
Reaktionssystemen“. Das Ziel des interdisziplinären Forschungsvorhabens im 
Teilbereich D1 des SFB 540 besteht darin, durch eine modellgestützte 
experimentelle Analyse (MEXA) eine mechanistisch motivierte Kinetik für das 
enzymatisch katalysierte Reaktionssystem Benzaldehydlyase (BAL) zu 
identifizieren. Diese erhebt den Anspruch gültige Reaktionsmechanismen exakt 
zu beschreiben und katalytische Limitierungen offenzulegen. Das 
übergeordnete Projektziel, die Ermittlung des Einflusses der Hydrogelmatrix auf 
die kinetischen Phänomene (Diffusion, Stofftransport über die 
Phasengrenzfläche, Reaktion) ist in Bild 3 hierarchisch mit den notwendigen 
experimentellen Arbeitsschritten verknüpft.  
1.6 Vorgehensweise 
Für die Detektion der fluoreszierenden Reaktanden kommen optische 
Spektroskopietechniken mit hoher Auflösung in Ort und Zeit zum Einsatz. Ein 
konfokales Laserscanning Mikroskop dient der zeitaufgelösten Quantifizierung 
von Konzentrationen und pH-Werten. Das Mikroskop bietet die Möglichkeit, 
den Laserfokus präzise zu positionieren und zeitaufgelöste Verlaufskurven der 
fluoreszierenden Komponenten des Reaktionssystems aufzuzeichnen. Die 
Komplexität des Zusammenwirkens der überlagerten physikalischen Prozesse 
der Reaktion erfordert deren separate Betrachtung, so dass Diffusion, Transport 
durch Phasenübertritt und die eigentliche enzymatische Reaktion zunächst 
getrennt voneinander analysiert werden, siehe Bild 3.  
Für die Messung von Diffusionsverläufen wird der Laserstrahl mit einem 
Objektiv in die Mitte des Hydrogels fokussiert, und der Konzentrationsausgleich 
an dieser Position über die Messung der Fluoreszenzintensität zeitaufgelöst 
protokolliert. Im Falle pH-tönender Reaktanden bei der Diffusion von 
Propionsäure wird der Diffusionsfortgang indirekt über die optische Messung 
des pH-Wertes pH(r=0,t) im Kugelmittelpunkt bestimmt. Hierbei kommt die 
Fluoreszenzlebenszeitspektroskopie (Fluorescence Lifetime Imaging (FLIM)) zum 
Einsatz, wobei der Abfall der Fluoreszenzintensitäten eines pH-sensitiven 
Indikatorfarbstoffes zeitaufgelöst aufgezeichnet wird. Aus den Abklingkurven 
werden Fluoreszenzlebensdauern bestimmt, die sich in Abhängigkeit vom 
pH-Wert des Messortes ändern. Diese Methode ermöglicht es, auch Kinetiken 
mit pH-Tönung orts- und zeitaufgelöst in situ zu untersuchen. 
 
 
 
Einleitung 
 
 
Lasermessverfahren für die zeitaufgelöste Quantifizierung von 
Konzentrationsprofilen in Hydrogel Matrices 9
Bild 3 Messplan für 
Zweiphasig wässrig-
organische 
Reaktionssysteme. 
Der Messplan 
untergliedert sich in 
zwei Systeme. 
Untersucht werden 
die pH-getönte 
Eindiffusion von 
Propionsäure in 
Hydrogele, sowie 
das Reaktionssystem 
BAL in 
verschiedenen 
Schritten steigender 
Komplexität.  
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Im Stoffsystem der Benzaldehydlyase (BAL) mit intrinsisch fluoreszierenden 
Reaktanden wird zunächst der Diffusionsverlauf c(r=0,t) in der wässrigen Phase 
des Hydrogels im Kugelmittelpunkt mit einer Multiphotonenanregung 
bestimmt. Die Quantifizierung der Diffusion mit überlagertem Stofftransport 
über die wässrig-organische Phasengrenzfläche erfolgt ebenfalls im 
Kugelmittelpunkt. Bei der Bestimmung des Reaktionsverlaufs mit gekoppelten 
Transportvorgängen reicht die aus Messungen im Kugelmittelpunkt erhaltene 
Konzentrationsinformation c(r=0,t) nicht mehr aus, um eventuell auftretende 
Bottlenecks im Reaktionssystem aufklären zu können. Die Durchführung von 
Linienscans entlang des Radius der Hydrogelbeads führt zu einer deutlichen 
Erhöhung der Datendichte, so dass auch ganze Konzentrationsprofile c(r,t) in 
Hydrogelen zeitaufgelöst aufgezeichnet werden können. Dazu bedarf es des 
Auffindens zweckmäßiger Messparameter, die ein ausreichendes Signal zu 
Untergrund Verhältnis bei gleichzeitig hoher räumlicher und zeitlicher 
Auflösung bieten.  
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2 Grundlagen der Messverfahren 
Im folgenden Kapitel werden Grundlagen der eingesetzten Verfahren und 
Messtechniken vorgestellt. Alle fluoreszenzspektroskopischen Messungen 
werden mit einem konfokalen Laserscanning Mikroskop durchgeführt. Daher 
wird zunächst auf das Funktionsprinzip der konfokalen Abbildung und die 
Eigenschaften laserinduzierter Fluoreszenz eingegangen.  
Die optische Bestimmung von pH-Profilen erfolgt mit der Methode des 
zeitkorrelierten Einzelphotonenzählens, dabei werden die Zeitpunkte des 
Auftreffens von Fluoreszenzphotonen auf einem Photomultiplier nach 
Aussendung eines Anregungslaserpulses zeitaufgelöst protokolliert.  
Die Multiphotonenspektroskopie gestattet die orts- und zeitaufgelöste 
Detektion von Konzentrationen fluoreszierender Reaktanden in der 
enzymkatalysierten biochemischen Produktumwandlung mit hohem Signal-zu-
Rausch-Verhältnis. Daher beschäftigt sich ein Abschnitt des Grundlagenkapitels 
mit Kurzpulslaserstrahlung, nichtlinearer Absorption und den Vorteilen der 
Anregung einer Multiphotonenfluoreszenz.  
2.1 Fluoreszenz 
Lumineszenz bezeichnet die Abstrahlung von Photonen durch 
Elektronenübergänge aus elektronisch angeregten Zuständen in den 
Grundzustand und wird in Abhängigkeit von der Art des Anregungszustands in 
die Kategorien Phosphoreszenz und Fluoreszenz untergliedert. Erfolgt die 
Emission des Photons ohne eine Änderung der Spinquantenzahl, so beträgt die 
Lebensdauer des anregten Zustands 10-7 s bis 10-10 s (Lakowicz, 1998) und die 
Lichtabstrahlung wird als Fluoreszenz bezeichnet. Als Phosphoreszenz wird ein 
Übergang mit einer Änderung des Elektronenspins bezeichnet, dabei ändert 
sich beim Singulett-Triplett Übergang die Multiplizität des Zustands. 
Emissionsdauern bei Übergängen aus spinverbotenen Triplettzuständen unter 
Einfluss der Spin-Bahn-Kopplung (Intersystem crossing) liegen in der Regel 
zwischen 10 -3 s und 1 s. Möglich sind auch längere Lebensdauern, in denen 
die Elektronen innerhalb einiger Minuten aus dem angeregten Orbital in den 
Grundzustand zurückfallen.  
Die Sequenz aufeinanderfolgender Einzelprozesse zwischen der Absorption und 
der Emission von Licht wird als energetisches Termschema im sogenannten 
Jablonski-Diagramm veranschaulicht, siehe Bild 4. 
 
 
 
Grundlagen der Messverfahren 
 
 
Lasermessverfahren für die zeitaufgelöste Quantifizierung von 
Konzentrationsprofilen in Hydrogel Matrices 11
Bild 4 Jablonski 
Diagramm als 
Energietermschema. 
 
 
Aus dem Jablonski Diagramm geht hervor, dass Elektronen aus dem 
Grundzustand S0 durch die Absorption von Photonen in einen angeregten 
Zustand S1 ohne Spinänderung angeregt werden. Die Absorption der 
Anregungsstrahlung erfolgt in einer Zeitspanne von 10-15 sec, in der nach dem 
Franck-Condon Prinzip keine Änderung der Energieniveaus durch die 
Verschiebung von Atomkernen auftreten kann. Durch Wechselwirkungen mit 
der Umgebung relaxiert das angeregte System intern strahlungsfrei innerhalb 
einer Zeitskala von 10-12 sec in den Schwingungsgrundszustand des 
elektronisch angeregten Niveaus. Unter der Aussendung eines 
Fluoreszenzphotons fällt das angeregte Elektron in einen der S0 
Schwingungszustände zurück, um von dort durch einen weiteren internen 
Energieübertrag mittels Stoßrelaxation strahlungsfrei in den Grundzustand 
zurückzukehren.  
Aufgrund der Schwingungsaufspaltung des unteren Energieniveaus S0 wird 
anstelle diskreter Linien ein Fluoreszenzspektrum mit mehreren Übergängen 
emittiert. Da in Singulettzuständen alle Schwingungsniveaus, bei ähnlicher 
Potentialgeometrie der elektronischen Zustände S1 und S0, energetisch 
äquidistante Abstände aufweisen, stehen Absorptions- und Emissionsspektren 
in der Regel spiegelbildlich zueinander. Zusätzliche Feinstrukturen durch die 
Verletzung des Franck-Condon-Prinzips können allerdings zu Abweichungen 
von der Spiegelsymmetrie führen. Die Anregung der Elektronen erfolgt auf 
einen energetisch höher liegenden S1 Schwingungszustand, die Emission von 
Photonen geschieht erst nach internen Konversionsprozessen in den niedrigsten 
Schwingungszustand des S1 Niveaus. Die Wellenlänge der Fluoreszenz ist 
aufgrund dieser Energieverluste immer längerwelliger als die 
Anregungsstrahlung. Die Rotverschiebung ermöglicht eine Trennung von 
 Lasermessverfahren für die zeitaufgelöste Quantifizierung von
Konzentrationsprofilen in Hydrogel Matrices12
Anregungs- und Messstrahlung durch Spektralfilter. Neben der Emission von 
Fluoreszenz kann das System auch durch einen quantenmechanisch verbotenen 
Übergang aus dem anregten S1 Singulettzustand in einen langlebigen und 
energieärmeren Triplettzustand T strahlungsfrei übergehen. Die 
Geschwindigkeit des Übergangs zwischen zwei Orbitalen ist immer reziprok zu 
deren Energiedifferenz. 
Die Wahrscheinlichkeit, dass ein angeregtes Molekül von einem Zustand i  in 
einen energetisch tieferliegenden Zustand j  übergeht, sei in folgender 
Betrachtung kij. Für die Gesamtzahl der in einem Zeitintervall dt übergehenden 
Moleküle gilt dann  
2.1 
 
 tNkN iiji dd   
und somit folgt sofort 
2.2 
 
 tk
ii
ijeNtN  )0()( , 
wobei die Wahrscheinlichkeitskonstante kij auch alle strahlungslosen 
Energiekonversionen berücksichtigt. Wie bereits beschrieben, kann das System 
mittels Intersystem Crossing (kisc) in einen Triplettzustand, durch 
Fluoreszenzemission (), oder durch interne Relaxation (internal conversion kic) 
in einen anderen Schwingungszustand die absorbierte Energiemenge wieder 
abgeben. Des Weiteren kann durch inelastische Stoßprozesse (Quenching) die 
Anregungsenergie auf ein anderes Molekül (kq[Q]) übertragen werden. Die 
Konzentration der Quenchermoleküle wird mit [Q] bezeichnet. Der Kehrwert 
der Summe aller Zerfallskonstanten des Anregungszustands wird als dessen 
Lebensdauer  
2.3 
 
 
 Qkkk qiscic 
1  
bezeichnet und es folgt für die Intensität der Fluoreszenz: 
2.4 
 
 /
0)(
teItI   
Die Quanteneffizienz QE, auch Quantenausbeute genannt, und der 
Extinktionskoeffizient  bestimmen die Eigenschaften eines Chromophors. Die 
stoffspezifische Größe  charakterisiert das Absorptionsvermögen des 
angeregten Moleküls nach dem Lambert-Beerschen Gesetz: 
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2.5 
 
 cd
A eIdcI
 0,),(  
Hierbei bezeichnet IA,0 die Intensität der anregenden Strahlung vor dem 
Durchlaufen einer absorbierenden Lösung mit einer Farbstoffkonzentration c . 
Durchläuft der Lichtstrahl nun in der Lösung eine Strecke d, so nimmt dessen 
Intensität gemäß 2.5 exponentiell ab. 
Die Quantenausbeute eines Fluorophors ist definert als  
2.6 
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wobei die Rate lichtabstrahlender, kq[Q] die Rate dynamischer Quenchprozese 
und knr die Rate der weiteren strahlungsfreien Übergänge zwischen den 
Energieniveaus beschreibt. Quanteneffizienzen typischer Fluoreszenzfarbstoffe 
betragen zwischen 0,1 und 0,85, mit Extinktionskoeffizienten zwischen 105 
und 5*105 M-1cm-1 (Lenenbach, 2003). Die Quanteneffizienz ist stark abhängig 
von der chemischen Umgebung des Farbstoffes, wobei Wechselwirkungen mit 
anderen Molekülen (Quencher oder Fluoreszenlöscher) die Quanteneffizienz 
drastisch reduzieren können. Quenching bezeichnet im Allgemeinen Abläufe, 
die zu einer Reduktion der Fluoreszenzintensität führen, beispielsweise durch 
einen strahlungsfreien Energieübertrag der angeregten Zustände auf ein 
anderes Molekül. Man unterscheidet hierbei zwischen statischem und 
dynamischem Quenching, bei dem angeregte Moleküle mit einem 
Quenchermolekül einen nicht fluoreszierenden Komplex bilden. Die Elektronen 
der durch Quenching  deaktivierten Moleküle fallen in den Grundzustand 
zurück und können nicht mehr zur Fluoreszenz beitragen. Den Intensitätsverlust 
beim dynamischen Quenching beschreibt die Stern-Volmer Gleichung als 
Verhältnis von Fluoreszenzintensität F0 bei Abwesenheit eines Quenchers zu 
Fluoreszenzintensität F in Anwesenheit eines Quenchers.  
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In Gleichung 2.7 beschreibt 0 die Lebensdauer des ungequenchten Moleküls,  
hingegen die des gequenchten. Aus Gleichung 2.3 geht hervor, dass die 
Fluoreszenzlebenszeit mit zunehmendem Fluoreszenzlöschen abnimmt. Im Falle 
des statischen Quenchings bilden die Chromophore im Grundzustand einen 
nicht fluoreszenten Komplex und es gilt die Stern-Volmer Gleichung für 
statische Fluoreszenzlöschung: 
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2.8 
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Ks bezeichnet die statische Stern-Volmer Konstante. Statisches Quenching 
beeinflusst nicht die Fluoreszenzlebensdauer, da lediglich die Anzahl der zur 
Fluoreszenz betragenden Moleküle verringert wird. 
2.2 Konfokale Abbildung 
In einem konfokalen Messaufbau stellt das Objektiv das zentrale Bauteil dar. Es 
sorgt sowohl für eine Fokussierung der Laserstrahlung ins Probenvolumen als 
auch für die Detektion der emittierten Fluoreszenz. Ein Aufbau, der für 
Beleuchtung und Detektion die gleiche Optik verwendet, wird als epitaxialer 
Aufbau bezeichnet. Geometriebedingte Vorteile eines epitaxialen Aufbaus 
blenden das Anregungslicht weitgehend aus dem Detektionsstrahlengang aus. 
Mit Hilfe einer konfokalen Abbildung können Signale mit einem hohen Signal 
zu Rausch Verhältnis detektiert werden. Hierbei wird nicht wie in der 
konventionellen Lichtmikroskopie das gesamte Objekt, sondern nur die 
beleuchtende Punktquelle abgebildet. Dies wird durch den Einbau von 
Lochblenden an optisch konjugierten Orten des Strahlengangs verwirklicht. 
Außerhalb der Fokalebene angeregte Fluoreszenz wird durch eine Lochblende 
von der Detektionseinheit zurückgehalten. Durch Verschieben der axialen 
Fokusposition ermöglicht die konfokale Abbildung somit die Aufnahme 
optischer Schnitte im Messobjekt mit hohem Signal zu Rausch Verhältnis. Des 
Weiteren gestattet die Messung in kleinen Volumina im Objektraum eine 
exzellente Ortsaufauflösung. Objektivparameter sind Vergrößerung und 
numerische Apertur (NA), die Sammeleffizienz und Fokussiereigenschaften 
beschreibt. Das einfallende, kollimierte Laserlicht wird an einem dichroitischen 
Strahlteiler umgelenkt und in die Probe fokussiert. Das Messlicht passiert nun 
antiparallel zum Anregungslicht den Farbteiler und gelangt nach Passieren der 
konfokalen Lochblende auf die lichtempfindlichen Photomultiplier. Ein Bild wird 
durch punktweises Abrastern der Probe und eine digitalisierte Darstellung der 
orts- und zeitaufgelösten Fluoreszenzintensitäten erzeugt. 
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Bild 5 Konfokale 
Abbildung (adaptiert 
nach Zeiss). 
 
 
 
2.3 Zeitkorreliertes Einzelphotonenzählen 
Das zeitkorrelierte Einzelphotonenzählen (englisch: Time Correlated Single 
Photon Counting, (TCSPC)) erlaubt die zeitaufgelöste Ereignisdetektion auf 
einer Nano- bis Subnanosekundenskala für die Bestimmung von 
Fluoreszenzlebensdauern (O’Conner und Phillips, 1984). TCSPC Boards mit 
einer zeitlichen Auflösung von bis zu 815 fs ermöglichen die Integration der 
Technik in ein breites Applikationsspektrum der Fluoreszenzdiagnostik 
(Suhling et al., 2004). TCSPC gestattet die Aufzeichnung von 
Fluoreszenzabklingkurven, aus denen die Lebenszeit der angeregten 
Chromophore mittels einer (multi-) exponentiellen Fitprozedur extrahiert 
werden kann. Die Dynamik eines Prozesses wird hierbei durch die statistische 
Verteilung seiner Einzelereignisse zeitaufgelöst detektiert. Das Messprinzip der 
optischen Analyse beruht auf der zeitlichen Korrelation zwischen dem 
Fluoreszenz initiierenden Laserpuls als Triggersignal und dem Auftreffen eines 
Fluoreszenzphotons auf dem Photomultiplier. Die Methode wurde in der 
Kernphysik entwickelt und diente zunächst dem Studium schnell ablaufender 
Zerfallsprozesse und hat sich zur Bestimmung von Fluoreszenzlebenszeiten in 
den letzten Jahren in vielen Sensorikapplikationen etabliert (Draxler und 
Lipptisch, 1993, Szmacinski und Lakowicz, 1999, D.S. Elson et al. 2002). 
Eine ausführliche Beschreibung der Messmethode und der eingesetzten 
Komponenten befindet sich im Lehrbuch„Advanced TCSPC“ (Becker, 2001), 
das grundlegende Messprinzip und die wichtigsten Komponenten werden im 
Folgenden kurz erläutert. 
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2.3.1 Messelektronik und Aufnahmeprinzip von Fluoreszenzabklingkurven 
Die in einem PC integrierte Messkarte startet bei Registrierung eines 
Referenzpulses eine elektrische Rampenfunktion. Das Referenzsignal wird aus 
der Treiberelektronik des Anregungslasers abgeleitet, der das Messobjekt 
beleuchtet. Wird nun innerhalb der Laufzeit der elektrischen Rampenfunktion 
ein Fluoreszenzphoton auf dem Detektor registriert, wird der zugehörige 
Spannungswert in einem Sample/Hold–Glied gespeichert. Die elektronische 
Realisierung geschieht durch das kontinuierliche Aufladen eines Kondensators, 
wobei die Registrierung eines Fluoreszenzphotons den Ladeprozess stoppt. Der 
Wert der Spannung ist proportional zu der Zeitspanne die zwischen Aussenden 
des Referenzpulses und der Detektion eines Photons auf dem 
Einzelphotonenzähler verstreicht. Zur Digitalisierung wird die Spannung einem 
proportionalen Zeitkanal im Speicher zugeordnet, der den Wert der Spannung 
repräsentiert und der Zählwert an der Stelle um eins erhöht. Der 
Gesamtspeicher stellt einen Vielkanalanalysator dar, dessen zeitliche Auflösung 
wählbar ist.  
Bild 6 Entstehung 
eines Speicher-
histogramms nach 
mehrmaliger 
Wiederholung des 
Messprinzips 
 
 
Nach mehrmaliger Wiederholung des Prozesses entsteht ein Speicherdiagramm 
zufallsverteilter Zeitwerte, die den Ankunftszeiten der Photonen auf dem 
Detektor entsprechen. Über Aufsummierung aller in dem Speicher eines 
jeweiligen Zeitkanals gesammelten Photonen bei ausreichender Statistik, wird 
das zeitaufgelöste Fluoreszenzsignal in der Form eines Speicherhistogrammes 
gewonnen, siehe Bild 6. 
Wird ein Photon auf dem Detektor registriert, so ist das System während des 
Zeitintervalls der Digitalisierung und Einsortierung des Ereignisses in den 
jeweiligen Zeitkanal blind. Die Zeitspanne, die von der Elektronik benötigt wird, 
um ein Ereignis in der zugehörigen Speicheradresse zeitaufgelöst zu 
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protokollieren wird als Totzeit des Systems bezeichnet. Nach dem Ende einer 
Spannungsrampe benötigt das System eine gewisse Erhol- und Nachstellzeit, 
um den Kondensator wieder zu entladen. Um die Totzeiteffekte bei der 
Messung von Abklingkurven möglichst gering zu halten, erfolgt die Korrelation 
zwischen Anregung und Ereignis invertiert. Sobald ein Photon den Detektor 
erreicht, startet der lineare Aufladevorgang, bis dieser vom Triggersignal des 
darauffolgenden Anregungspulses gestoppt wird. Die umgekehrte Start-Stop-
Methode ist der Schlüssel dazu, hohe Signalintensitäten bei gleichzeitig hohen 
Repetitionsraten zu verarbeiten. Als Anregungsquellen kommen nur Systeme 
mit konstanter Repetitionsrate, hoher Puls zu Puls Stabilität und 
reproduzierbaren Pulsformen in Frage. 
Da die Intervallschachtelung des Vielkanalanalysators im Bereich weniger 
Pikosekunden erfolgt, bedarf es einer schnellen Elektronik, um die Start und 
Stopp Zeitpunkte mit hoher Präzision zu bestimmen. Bild 7 zeigt die prinzipielle 
Anordnung der Bauteile für den soeben beschriebenen Ablauf bei der 
Aufnahme von Fluoreszenzabklingkurven in Form eines Blockdiagramms. 
Bild 7 Prinzip des 
zeitkorrelierten 
Einzelphotonen-
zählens. 
 
 
Um auch bei Pulsen unterschiedlicher Amplitude ein zeitlich exaktes Signal zu 
generieren und thermisches Rauschen effektiv zu unterdrücken, ist ein 
Constant Fraction Diskriminator (CFD) nachgeschaltet, der zunächst alle Pulse 
unterhalb eines Schwellenwertes diskriminiert. Registrierte Photonen auf dem 
Detektor können aufgrund der statistischen Natur der Vorverstärkung in PMTs 
verschiedene Amplituden und Halbwertsbreiten der ausgehenden 
Spannungspulse auslösen, weshalb die Spannungspulse des PMT in der Regel 
einen Amplitudenjitter aufweisen (Becker, 2001). Wird nun die Überschreitung 
eines Schwellenwertes des Eingangspulses direkt für die Signaltriggerung 
eingesetzt, hätte der Amplitudenjitter einen zeitlichen Jitter der 
Registrierzeitpunkte zur Folge, siehe Bild 8.  
Der CFD muss dementsprechend Pulse generieren, die so exakt wie möglich mit 
dem Ereignis des Photonauftreffens auf dem PMT korrelieren, ohne dabei 
durch Jittereffekte den Registrierzeitpunkt zu verfälschen. Dies gewährleistet 
eine Zero Cross Triggerung, wobei dem Puls zunächst eine zeitliche 
Verzögerung aufgeprägt und dieser zusätzlich invertiert wird. Anschließend 
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werden Ausgangssignal und invertiert verzögerter Puls miteinander überlagert. 
Der Zeitpunkt des Nulldurchgangs des überlagerten Spannungssignals ist jetzt 
unabhängig von der Amplitude des Ausgangssignals und startet den Beginn 
des Kondensatorladevorgangs. 
Bild 8 Arbeitsweise 
des CFD mit und 
ohne Zero Cross 
Trigger. Auf der 
linken Seite ist der 
zeitliche Versatz bei 
einer Amplituden-
triggerung 
dargestellt, rechts im 
Bild der amplituden-
unabhängige Zero 
Cross Trigger. 
 
 
 
Der Time-to-Amplitude Converter (TAC) bestimmt die zeitliche Position eines 
registrierten Photons. Ein Startpuls am Eingang generiert eine linear steigende 
Rampenspannung bis ein Synchronisationspuls die Rampenspannung stoppt. 
Der Spannungswert wird ausgelesen und auf 0 V zurückgesetzt, und stellt den 
geschwindigkeitslimitierenden Schritt im Messprozess dar. Bevor die Spannung 
des TAC in einem analog-digital converter (ADC) digitalisiert wird, verstärkt ein 
programmable gain amplifier (PGA) selektiv Teile der TAC Charakteristik über 
das komplette Aufnahmezeitfenster. Um die effektive Zählrate bei hohen PGA 
Verstärkungen zu erhöhen, überprüft ein weiteres Kontrollelement, ob die 
Ausgangsspannungswerte in einem definierten Fenster liegen, Signale 
außerhalb der Diskriminatorschwelle werden unterdrückt. Die digitalisierten 
TAC Spannungen ordnet ein integrierter Vielkanalanalysator der passenden 
Speicheradresse zu. Hierbei werden die Spannungen gemäß ihrer Höhe in eine 
binäre Zahl konvertiert und in den jeweiligen Zeitkanal einsortiert.  
Nach Empfang eines Starttriggerpulses kann das System keine weiteren 
Photonen in der gleichen Signalperiode verarbeiten. Dies führt zu 
Signalverfälschungen beim Auftritt von Mehrfachereignissen. Im Falle einer zu 
hohen Detektionsrate steigt die Wahrscheinlichkeit, dass mehr als ein PHoton 
innerhalb einer Signalperiode den Detektor erreicht. In diesem Fall kann nur das 
erste Photon detektiert werden. Dies führt dazu, dass im Vielkanalanalysator in 
Kanälen, die kurze Zeiten repräsentieren, mehr Photonen einsortiert werden als 
dem realen Prozess entspricht. Der sogenannte Pile-Up Effekt führt zu einer 
Verkürzung des gemessenen zeitlichen Verhaltens gegenüber dem realen 
Zeitverlauf. Um eine Anhäufung von Photonen in Kanälen mit geringen Zeiten 
effektiv zu minimieren, muss die Detektionsrate zwei Größenordnungen 
niedriger als die Repetitionsrate der Anregungspulse ausfallen. Im Mittel erfolgt 
dann bei jedem hundertsten Anregungspuls die Detektion eines 
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Fluoreszenzphotons, so dass eine Koinzidenz des Auftreffens zweier Photonen 
in einem Arbeitszyklus quasi ausgeschlossen werden kann. In der Praxis wird 
dies durch eine Anpassung der anregenden Laserleistung realisiert. 
Das Timing Diagramm in Bild 9 demonstriert schematisch den zeitlichen Verlauf 
bei der Signalverarbeitung. Die gepulste Laserstrahlquelle sendet ein 
Triggersignal (Sync) an die Messkarte, wobei Anregungs (LP)- und Triggerpuls in 
der Regel einen elektronikbedingten konstanten Zeitversatz tL aufweisen. 
Nach der konstanten systemspezifischen Zeit ts erreicht das Signal den TAC 
und die Rampenspannung wird hochgefahren. Nach einer variablen Zeitspanne 
tF wird auf dem Detektor das Auftreffen eines Fluoreszenzphotons registriert. 
Der CFD objektiviert den Zeitpunkt der Registrierung innerhalb eines 
konstanten Zeitfensters tCFD, im Anschluss daran benötigt der ADC die 
Systemkonstante tADC, um den Puls zu digitalisieren, einer Speicherposition 
zuzuordnen und dort den Zählstand um eins zu erhöhen. 
Bild 9 Timing 
Diagramm für FLIM 
Messungen. 
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2.3.2 Bestimmung der Fluoreszenzlebensdauer aus Abklingkurven 
Im Rahmen der optischen Bestimmung von pH Werten werden aus 
Abklingkurven Fluoreszenzlebensdauern bestimmt, die mittlere Verweildauern 
der Elektronen in angeregten Zuständen repräsentieren. Im Folgenden wird 
daher die Extrahierung von Fluoreszenzlebensdauern aus Intensitätsabfällen 
kurz erläutert. Im Falle eines unendlich kurzen -Anregungspulses hat die 
detektierte Intensitätsverteilung I(t) die Form 
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wobei i die Lebensdauer der i-ten Komponente und ai deren 
Gewichtungsfaktor in Bezug auf die Gesamtfluoreszenz bezeichnet. Eine 
Fluoreszenzabklingkurve stellt aber im Allgemeinen eine Faltung aus einer 
Hardware-spezifischen Antwort Funktion (instrument response function, IRF) 
R(t) und dem Intensitätsabfall der Fluoreszenz F(t) dar (Bild 10). Die IRF ist 
hierbei durch die zeitliche Ausdehnung des Laserpulses, dispersive optische 
Elemente und die Signalverbreiterung durch die Elektronik vorgegeben und 
beschreibt die zeitliche Antwort des Messsystems auf einen -Puls. 
Mathematisch lässt sich die Signalintensität I(t) als Faltung aus Fluoreszenzabfall  
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und der IRF R(t) beschreiben: 
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Aus 2.11 ist ersichtlich, dass die IRF R(t) vor dem Experiment in einer 
unabhängigen Messung aufgezeichnet werden muss, da die Form des 
Laserpulses den zeitlichen Verlauf der Messdaten maßgeblich mitbestimmt. Des 
Weiteren folgt aus 2.11, dass die gemessene Intensität I(t) nicht linear von den 
Fluoreszenzlebensdauern abhängt. Deswegen ist eine direkte Entfaltung der 
Gleichung mathematisch anspruchsvoll, und somit werden Lebensdauern und 
die zugehörigen Amplituden ai durch einen nichtlinearen Least Square 
Fitalgorithmus (Marquardt, 1966, Reif, 1985) ermittelt. Zu diesem Zweck 
werden in 2.11 Werte für ai und i eingesetzt und die Gleichung gelöst und das 
berechnete Faltungssignal IC(t)  
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wird mit der experimentell aufgezeichneten Intensität I(t) verglichen. Der 
Vorgang wird solange wiederholt, bis die Abweichungen von der gemessenen 
Fluoreszenzintensität minimiert sind. Dazu wird die Fehlerfunktion  
2.13 
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berechnet, wobei Ii die Anzahl am Detektor registrierter Photonen im i-ten 
Zeitkanal benennt und I(ti) die theoretisch aus I(t) zum Zeitpunkt i berechnete 
Photonenzahl darstellt. i bezeichnet die Standardabweichungen von Ii, die für 
poissonverteilte Intensitäten i 0/ II betragen. 
Bild 10 Faltung der 
Instrumenten 
Antwort Funktion 
R(t) mit einem 
monoexponentiellen 
Intensitätsabfall. 
 
 
In Bild 11 ist der typische Verlauf einer monoexponentiellen 
Fluoreszenzabklingkurve dargestellt. Aufgenommen wurde die Abklingkurve 
des pH-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffs 8-Hydroxypyranin-1,3,6-
Trinatriumsulfonat (HPTS, Fluka, Buchs, Schweiz) bei pH 3. Die Rohdaten 
werden monoexponentiell gefittet, zur Veranschaulichung der Streuung der 
Messdaten sind Rohdaten und Fit in einem Ausschnitt vergrößert dargestellt. Zu 
erkennen sind die stark ansteigende Flanke des Anregungspulses und der 
zeitaufgelöste Intensitätsabfall der Fluoreszenz. Die anregende Wellenlänge des 
gepulsten Diodenlasers beträgt 405 nm, gemessen wird mit einer mittleren 
Leistung von 50 μW. Die Fluoreszenzlebensdauer des Farbstoffs wird zu 5,2 ns 
bestimmt.  
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Bild 11 Beispiel für 
Original-Messdaten 
eines Abfalls der 
Fluoreszenzintensität 
und von SPC-Image 
berechnetem Fit. Die 
Fitfunktion setzt sich 
zusammen aus 
einem 
monoexponentiellen 
Fluoreszenzabfall 
gefaltet mit IRF 
(Instrument 
Response Funktion).  
 
 
 
Zur Bestimmung der Lebenszeiten und Gewichtungsfaktoren aus den Rohdaten 
wird die Software SPC Image eingesetzt (Becker&Hickl, Berlin). Die Software 
erlaubt eine Fixierung einzelner Fitparameter, so dass der Parameterraum des 
Fitalgorithmus bei eventuellen Vorkenntnissen systematisch eingeschränkt 
werden kann, um damit genauere Ergebnisse zu erzielen. Ein variabler 
Fitfreiheitsgrad ist das Intervall, innerhalb dessen die Kurve gefittet werden soll. 
Dieser Parameter wurde jedoch in keiner Auswertung manuell geändert und 
wird daher nicht näher beschrieben. Weitere veränderliche Parameter sind bis 
zu drei Fluoreszenzlebensdauern und drei Gewichtungsfaktoren, die den 
Lebenszeiten zugeordnet werden und ebenfalls bedarfsweise fixiert werden 
können. Um eine verbesserte Auswertung zu erhalten, kann der durch 
Streulicht und Dunkelzählrate des Photomultipliers verursachte Untergrund von 
den Messdaten abgezogen werden. Die Korrektur des Untergrunds wird fixiert 
oder durch den Fitalgorithmus optimiert. Falls die ansteigende Flanke des 
Laserpulses und der Abklingkurve auf der Zeitachse gegeneinander verschoben 
sind, kann dies durch Einstellen der „Shift“ Option im Fit korrigiert werden. 
Hierbei wird die IRF relativ zum Verlauf der Fluoreszenzabklingkurve 
verschoben. Die Verschiebung wird ebenfalls in die Auswertungsroutine mit 
einbezogen, sie kann allerdings auch auf einen festen Wert gesetzt werden.  
Die Fluoreszenzlebensdauer eines Farbstoffes stellt eine charakteristische 
physikalische Größe des Farbstoffes dar. Wird die Fluoreszenzintensität als 
Messgröße verwendet, so erschweren Streuung und Reabsorption die 
dynamische Quantifizierung, und die Messergebnisse werden von der 
Messposition (Tiefe in der Hydrogelkugel) beeinflusst (Heinemann et al., 2004). 
Die Fluoreszenzlebensdauer eines ChromopHors ist hingegen eine Größe, die 
näherungsweise unabhängig von der Zahl der gemessenen Photonen bestimmt 
werden kann. Mit dem Anwachsen der Zahl der detektierten Photonen steigt 
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die Genauigkeit, mit der die Lebensdauer bestimmt wird. Um die Unterschiede 
zwischen der ortsabhängigen Fluoreszenzintensität und der ortsunabhängigen 
Fluoreszenzlebensdauer in streuenden Hydrogelen zu demonstrieren, 
veranschaulicht Bild 12 die Verhältnisse bei einer Messung an verschiedenen 
Positionen im Bead. Aufgezeichnet werden Fluoreszenzsignale von gelöstem 
HPTS bei pH 3 unter Verwendung streuender Alginathydrogelbeads in drei 
verschiedenen Eindringtiefen dei. Die Fluoreszenz wird unter Verwendung eines 
gepulsten Diodenlasers (siehe Kapitel 3) bei einer Wellenlänge von 405 nm 
angeregt, die Detektion erfolgt in einem Spektralbereich oberhalb 500 nm. In 
Teil a) der Abbildung sind die angefitteten Intensitätsverläufe dargestellt. Um 
eine bessere Lesbarkeit zu erhalten, sind die in unterschiedlichen Eindringtiefen 
aufgezeichneten Abklingkurven in 5 ns Schritten voneinander versetzt gezeigt, 
wobei die Eindringtiefe des Laserfokus in das Hydrogel nach rechts zunimmt. 
Bild 12 a) Der 
Lebenszeitindikator 
HPTS wird an 
verschiedenen 
Positionen in 
Hydrogelbeads 
vermessen (100, 200 
und 1150 mm). Der 
Kugeldurchmesser 
beträgt 2,4 mm. Die 
integrierte Intensität 
ist aufgrund von 
Streuverlusten vom 
Messort abhängig.    
                              
b) Der 
Lebenszeitindikator 
HPTS wird an 
verschiedenen 
Positionen im 
Hydrogelbeads 
vermessen (100, 200 
und 1150 mm). Der 
Kugeldurchmesser 
beträgt 2,4 mm. Die 
Fluoreszenzlebens-
dauer ist von der 
Messposition 
unabhängig. 
 
a) Eindringtiefen dei und 
integrierte 
Fluoreszenzintensität  
(ÎFe1 wird als 1 gesetzt). 
b) 
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Werden die absoluten Intensitäten unterhalb der Abklingkurve aufintegriert 
und auf die Fläche ÎFe1 der Kurve 1 mit geringster Eindringtiefe normiert, so 
zeigt sich, dass die integrierte Fluoreszenzintensität mit ansteigender 
Eindringtiefe abnimmt. Nun werden die gleichen Lösungen der in 
unterschiedlichen Tiefen dei vermessenen Abklingkurven für einen Vergleich mit 
den aus ihnen abgeleiteten Fluoreszenzlebensdauern herangezogen. Zu diesem 
Zweck werden alle gefitteten Intensitätsabfälle auf ihren Maximalwert normiert. 
In Bild 12b) ist zu erkennen, dass für alle Fitkurven unabhängig vom Ort der 
Aufzeichnung die gleiche Fluoreszenzlebensdauer bestimmt werden kann. Die 
Lebensdauern werden aus einem monoexponentiellen Fit der Rohdaten 
gewonnen, bei dem kein Fitfreiheitsgrad eingeschränkt wird. Zur besseren 
Lesbarkeit sind die Kurven wieder um 5 ns gegeneinander verschoben. 
Die aufgenommenen Fluoreszenzverläufe am Indikatorsystem HPTS dienen als 
Beispielmessungen, um die Unabhängigkeit der Lebensdauerbestimmung vom 
Messort zu demonstrieren. Die allgemeine Gültigkeit des Ansatzes wird in 
Kapitel 4.2 demonstriert und findet dort Anwendung bei der optischen 
Bestimmung von pH-Werten in Hydrogelen. 
2.4 Multiphotonenanregung 
Bei der Mikroskopie mit Multiphotonenanregung handelt es sich um eine 
Weiterentwicklung der konfokalen Fluoreszenzmikroskopie, wobei die 
Bildentstehung ebenfalls sequenziell durch eine punktweise Abrasterung des 
Messobjektes erfolgt. Der Übertritt eines Chromophors in einen angeregten 
Zustand kann nicht ausschließlich durch die Absorption eines einzelnen Photons 
erreicht werden. Beim Übergang zu sehr hohen Lichtintensitäten treten 
nichtlineare Effekte auf, die eine aufeinanderfolgende Absorption von zwei 
(oder mehreren) PHotonen der gleichen Wellenlänge in einem extrem kurzen 
Zeitintervall von 10-16 sec gestatten. Die quasisimultane Absorption mehrerer 
PHotonen wurde bereits 1931 prognostiziert (Göpper-Mayer, 1931) und später 
experimentell nachgewiesen (Kaiser und Garrett, 1961). Nachdem Strahlquellen 
entwickelt wurden, die ultrakurze Lichtpulse mit einer Dauer im Bereich 
zwischen Femtosekunden und wenigen Pikosekunden mit hohen 
Repetitionsraten emittieren, erfolgte der Aufbau des ersten 
Zweiphotonenfähigen Laserscanning Mikroskops (Denk et al., 1990). 
Hochauflösende Objektive bündeln die anregende Kurzpulsstrahlung in ein 
Volumen von wenigen Kubikmikrometern (μm³) und erzeugen dort 
ausreichend hohe Bestrahlungsstärken von bis zu 1015 W/cm², um die 
Farbstoffmoleküle im Laserfokus über eine Multiphotonenabsorption zur 
Fluoreszenz anzuregen. Außerhalb des Laserfokus divergiert die Strahlung 
stark, und die lineare Wechselwirkung zwischen Strahlung und Probe 
dominiert, weshalb außerhalb des Fokusvolumens keine laserinduzierte 
Mehrphotonenfluoreszenz effektiv angeregt wird.  
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Multiphotonenanregung führt zu einer stärkeren Lokalisation der Fluoreszenz, 
so dass eine konfokale Lochblende auf der Detektionsseite des Strahlengangs 
überflüssig wird. Dies geht mit einer erhöhten Signalintensität einher. Des 
Weiteren lassen sich Anregungs- und Detektionslicht einfacher spektral 
trennen, da ihre Wellenlängen nicht überlappen. Farbstoffe, deren 
Anregungsmaximum im ultravioletten Spektralbereich (UV) liegt, können mit 
Licht der Wellenlänge zwischen 680 nm und 850 nm angeregt werden. Dies 
führt zu geringeren phototoxischen Schäden am Präparat. Die Streuverluste 
unter Verwendung eines Lasers, der Licht im nahinfraroten Spektralbereich 
(NIR) emittiert, fallen ebenfalls aus. Dies führt zu einem tieferen Eindringen des 
Anregungslichts in die Probe. 
Eine ausführliche Herleitung der quantenmechanischen 
Multiphotonenabsorption ist unter anderem in Lehrbüchern (Haken und 
Wolf, 1998) oder Veröffentlichungen (Faisal, 1987) dargestellt. Das 
grundlegende Prinzip der resonanten Kopplung von Photonen eines 
elektromagnetischen Strahlungsfelds mit Anregungszuständen eines Moleküls 
wird im Folgenden erläutert. Das anregende Strahlungsfeld gibt quantisierte 
Energieportionen in Form von mehreren Photonen an das Chromophor ab. Die 
gesamte abgegebene Energiemenge entspricht dabei der Energiedifferenz 
zwischen Grundzustand und elektronisch angeregtem Zustand. Das Jablonski 
Diagramm für die Multiphotonenanregung visualisiert den Prozess der 
Multiphotonenabsorption in Bild 4, der nun exemplarisch für einen 
Zweiphotonenprozess störungstheoretisch erläutert wird (Ehlers, 2007).  
Das System wird von einem Hamiltonoperator H als Summe aus ungestörtem 
Anteil H0 und Störterm H
s beschrieben, und die zeitabhängige 
Schrödingergleichung lautet für diesen Fall 
2.14 
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wobei der ungestörte Operator H0 als zeitunabhängig betrachtet wird. Die 
Lösung des ungestörten Systems mit den Eigenfunktionen k und Ek lautet 
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entwickelt werden. Wegen 2.15 gilt für das Matrixelement  
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2.17 
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Bei Betrachtung von Prozessen zweiter Ordnung folgt für den speziellen Fall der 
Zweiphotonenabsorption vom Grundzustand a in einen angeregten Zustand e der Störterm: 
2.18 
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Hierbei wird angenommen, dass ein Lichtpuls aus n Photonen vom Zustand a 
ausgehend ein Photon durch den Störoperator s
azH vernichtet und in einem 
nachfolgenden Schritt noch ein weiteres Photon durch den 
Störterm s
zeH vernichtet wird. Die Ausdrücke aE und zE bezeichnen 
hierbei die Energien des Grundzustands und des angeregten Zwischenzustands. 
Die Übergangswahrscheinlichkeit W pro Sekunde ist definiert als 
Absolutquadrat des Störterms 2.18 und somit folgt sofort das Ergebnis 
2.19 
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Die Zahl der Übergänge pro Sekunde, die ein Molekül unter Absorption zweier 
Photonen macht, ist also proportional zum Quadrat der Intensität des 
eingestrahlten Lichts. Eine genauere quantenmechanische Formulierung geht 
von der Einführung virtueller Zwischenzustände aus (Nakamura 1999), wobei 
das erste Photon ein Elektron auf einen kurzlebigen virtuellen Zwischenzustand 
anhebt und das nachfolgende Photon das Elektron in einen 
Schwingungszustand anregt. Für eine Multiphotonenabsorption der Ordnung n 
gilt folglich:  
2.20 
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Die Anregungswahrscheinlichkeit eines Moleküls über einen 
Zweiphotonenprozess wird nach Denk (Denk et al., 1990) unter Einsatz einer 
Strahlquelle mit mittlerer Leitung PM, Repetitionsrate f, Pulsdauer   und 
Wellenlänge zu  
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angegeben, wobei NA die numerische Apertur des Objektivs bezeichnet, c die 
Lichtgeschwindigkeit und  das Plancksche Wirkungsquantum benennen. Der 
Koeffizient bezeichnet den wellenlängenabhängigen Wirkungsquerschnitt 
für die Zweiphotonenanregung und wird in der Einheit Göppert-Mayer 
[1GM=10-58 m4s/Photon] angegeben.  
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2.5 Femtosekunden Pulse und Dispersion 
Eine ausführliche Beschreibung des Verhaltens von fs-Laserpulsen beim 
Durchtritt optischer Materialien befindet sich z.B. in Lehrbuch von Rulliere 
(Rulliere, 2005). 
Propagiert ein ultrakurzer Laserpuls mit vernachlässigbarer Absorption, so 
erfahren die Phasen der Frequenzkomponenten des elektrischen Feldes 
aufgrund der wellenlängenabhängigen Phasengeschwindigkeiten in dispersiven 
Medien eine Verschiebung. Wird die Phasenverschiebung )(  nun in einer 
Taylorreihe um die Zentralwellenlänge entwickelt, wird eine Beschreibung des 
zeitlichen Pulsverhaltens im dispersiven Medium erhalten: 
2.22 
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Wie Reichert zeigte (Reichert, 2000), bewirken )( 0  und der lineare Term 
d/d
0
| lediglich eine Phasenverschiebung der Trägerfrequenz bzw. führen zu 
einer zeitlichen Verschiebung der Pulseinhüllenden und der Puls durchläuft das 
Medium mit der Gruppengeschwindigkeit vg. Erst die Terme höherer Ordnung 
verändern die Dauer des Pulses sowie dessen Form. Der Term d2/d2
0
|  wird 
als Gruppenlaufzeitdispersion bezeichnet und bewirkt eine zeitliche 
Pulsverbreiterung, wobei bei normaler Dispersion längerwellige 
Frequenzkomponenten kurzwelligen vorauslaufen. Die 
Gruppenlaufzeitdispersion ist definiert als die 2. Ableitung der 
frequenzabhängigen Phase des elektrischen Feldes nach der Kreisfrequenz . 
Die zeitliche Pulsverbreiterung ist definiert als  
2.23 
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kurze Lichtpulse reagieren dementsprechend empfindlicher auf Dispersion. 
Treten im Falle ultrakurzer Pulse sehr hohe Intensitäten auf, so sind auch Terme 
3. Ordnung aus der Entwicklung in 2.22 zu berücksichtigen, die zu einer 
asymmetrischen Pulsdeformation im zeitlichen Pulsverhalten führen. 
Um die zeitliche Pulsverbreiterung durch Gruppenlaufzeitdispersion zu 
kompensieren, muss dem Laserpuls genau die umgekehrte Dispersion 
zugeführt werden, die er beim Durchtritt der Optiken aufnimmt. Der Einsatz 
eines Prismenkompressors, einer symmetrischen Anordnung aus einer geraden 
Anzahl Brewsterprismen, stellt eine gängige Methode dar, um unerwünschte 
Pulsverbreiterungen effektiv zu unterdrücken. Dessen grundlegendes 
Funktionsprinzip beruht auf der Wellenlängenabhängigkeit der 
Winkeldispersion. Die optischen Weglängen der kürzer- bzw. längerwelligen 
Spektralkomponenten sind beim Durchlaufen des Prismenkompressors 
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verschieden. Somit wird dem Puls ein Prechirp aufgezwungen, dessen Größe an 
die Gruppenlaufzeitdispersion der im Aufbau eingesetzten Komponenten 
angepasst wird. Die Größe des aufgeprägten Chirps wird prinzipiell über den 
Prismenabstand bestimmt, und die variable Eindringtiefe der Kurzpulsstrahlung 
ins Prismenmaterial dient der Feineinstellung des Kompressors. 
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3 Experimentelle Untersuchung von Hydrogelen  
3.1 Übersicht zum experimentellen Vorgehen 
Intrinsisch fluoreszierende Reaktanden im Reaktionssystem Benzaldehydlyase 
(BAL) ermöglichen die direkte Quantifizierung von Konzentrationsgradienten 
durch Anregung einer Multiphotonenfluoreszenz. Ein konfokales Laserscanning 
Mikroskop (CLSM) erlaubt die dreidimensionale Auflösung der detektierten 
Fluoreszenzsignale. Der Einsatz von infrarotem Kurzpulslaserlicht bei der 
Fluoreszenzanregung im ultravioletten Spektralbereich erhöht das Signal-zu-
Untergrund Verhältnis aufgrund der Minimierung von Intensitätsverlusten in 
streuenden Hydrogelen (Helmchen und Denk, 2005). Aufgrund von 
Streuverlusten würde ein Ansatz unter Verwendung einer im UV emittierenden 
Strahlquelle für eine Einphotonenanregung der Fluoreszenz mit erheblichen 
Intensitätsverlusten im Inneren der Hydrogelbeads einhergehen. Streueffekte 
würden außerdem zu einer Überlagerung des aufgezeichneten Messsignals mit 
Fluoreszenzstrahlung führen, die außerhalb der Fokusregion angeregt wird und 
aufgrund der Streuung im Bead trotzdem die konfokale Lochblende passieren 
kann. Demzufolge würde auch die örtliche Auflösung unter dem Einsatz einer 
stark streuenden UV Strahlquelle für die Einphotonenanregung leiden.  
Der Aufbau zur spektroskopischen Vermessung umfasst drei prinzipielle 
Komponenten. Zum Einsatz kommen verschiedene Laserstrahlquellen, ein 
konfokales Laserscanning Mikroskop (CLSM) und Photomultiplier (PMT) hoher 
Quanteneffizienz. Bild 13 beschreibt schematisch die im experimentellen 
Aufbau verwendeten Komponenten in der Form eines Blockdiagramms. 
Für die Anregung der Multiphotonenfluoreszenz gepulste Strahlquellen mit 
Pulsdauern im Bereich weniger Femtosekunden genutzt, die im infraroten 
Spektralbereich emittieren. Das infrarote Laserlicht kann mit signifikant weniger 
Streuverlusten in die Hydrogele eindringen. Da die Multiphotonenfluoreszenz 
nur im Laserfokus angeregt wird (in Regionen außerhalb des Laserfokus ist die 
Intensität zur Fluoreszenzanregung nicht ausreichend, siehe Kapitel 3.7), kann 
die Fluoreszenz ohne den Verlust räumlicher Auflösung detektiert werden, 
selbst wenn eine Streuung des Messsignals stattfindet.  
Kommt es durch das Eindringen von Reaktanden zu einer Änderung des 
pH-Wertes, so wird dessen Änderung indirekt über die Messung von 
Fluoreszenzlebensdauern bestimmt. In diesem Fall wird ein gepulster 
Diodenlaser mit Pulsdauern im Pikosekundenbereich und einer Wellenlänge von 
405 nm mit einer Repetitionsrate von 20 MHz eingesetzt. Da die eingesetzte 
Strahlquelle sich jedoch lediglich für eine Einphotonenanregung eignet, 
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erschweren Streuung und Reabsorption die dynamische Quantifizierung, sofern 
die Fluoreszenzintensität als Messgröße verwendet wird. Die Ergebnisse hängen 
dann stark von der Messposition (Eindringtiefe im Hydrogel) ab. Die 
Fluoreszenzlebensdauer hingegen ist eine physikalische Größe, die als 
näherungsweise unabhängig von der Zahl der gemessenen Photonen (und 
damit von der Messposition) bestimmt werden kann, siehe Kapitel 2.3.2.  
Bild 13 
Blockdiagramm des 
experimentellen 
Aufbaus.  
NDD= non-
descanned Detektor 
TCSPC= time 
correlated single 
photon counting 
 
405 nm ps-Diode
Prismenkompressor
Laserscanning
Mikroskop
Probenträger
Mikrotiterplatte
NDD Port
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S
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Alle Strahlquellen werden in das CLSM eingekoppelt und über ein Objektiv mit 
einer numerischen Apertur von NA=0,3 auf die Probe fokussiert. Strahlquellen, 
die Pulse im fs-Bereich emittieren, werden zunächst in einen 
Prismenkompressor zur zeitlichen Pulsformung eingekoppelt. Aufgrund der 
längeren Pulsdauer von einigen 10 ps bedarf es bei dem 405 nm Diodenlaser 
keiner zeitlichen Pulskompression zur Unterdrückung von 
Gruppenlaufzeiteffekten und Modendispersion.  
Die angeregte Fluoreszenz wird entweder zu einem PMT in non-descanned 
(NDD Port) Position geleitet. Der Name non descanned rührt daher, dass die 
Multiphotonenfluoreszenz weder Scannerspiegel noch Lochblende passieren 
muss, sondern in unmittelbarer Nähe des Objektivs detektiert wird. Das 
Messsignal kann auch zu einer weiteren externen Schnittstelle (Single Photon 
Port) gelenkt werden, die mit zwei Modulen zum Einzelphotonenzählen 
ausgerüstet ist. Diese zeichnen sich gegenüber den PMTs am NDD Port durch 
eine höhere Quanteneffizienz aus und operieren als Photonenzähler. Bei reinen 
Intensitätsmessungen ist eine derartige Herangehensweise nicht zwingend 
erforderlich, sie geht aber mit dem Vorteil der direkten Generierung von 
Intensitätswerten mit einer quasikontinuierlichen Verteilung und hoher 
Dynamik einher. Den elektrischen Pulsen aus dem Single Photon PMT ist eine 
Messkarte (TCSPC Modul) zum zeitkorrelierten Einzelphotonenzählen (time 
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correlated single photon counting, TCSPC) nachgeschaltet, welche die Ankunft 
der Pulse – und damit auch das Ereignis des Auftreffens eines Photons auf dem 
Detektor – zeitaufgelöst protokolliert. Um zeitaufgelöst Fluoreszenzphotonen 
aufnehmen zu können, muss die Messkarte mit dem Diodentreiber der 
ps-Laserdioden synchronisiert werden. Damit ist es möglich, 
Fluoreszenzlebenszeitspektroskopie zu betreiben und den Abfall der 
Fluoreszenzintensitäten zeitaufgelöst aufzuzeichnen.  
Sowohl Fluoreszenzabklingkurven als auch reine Intensitätsrohdaten werden 
mit in einem finalen Schritt mit Programmen zur Datenverarbeitung 
ausgewertet. Die am NDD-Port ausschließlich mit Multiphotonenanregung 
erzeugten *.tiff Bilder werden entweder grafisch dargestellt oder die ihnen 
zugrundeliegenden Informationen in *.ASCII files konvertiert und quantitativ 
ausgewertet. 
3.2 Messschema  
Die Hydrogelkugeln (HGB) mit einem mittleren Radius von r = 1,3 mm werden 
in einer Mikrotiterplatte auf einem konisch zulaufenden Dreibein (DB) 
positioniert, dies gewährleistet eine fixierte Kugellage während der Dauer der 
Messung. Die die Kugeln umgebende Reservoirlösung, auch Bulk (B) genannt, 
wird zu Messbeginn in die Kavität einer Mikrotiterplatte appliziert. Der 
transparente Glasboden (GB) der Mikrotiterplatte bietet einen optischen 
Zugang für den anregenden Laserstrahl (LS) und die zu detektierende 
Messstrahlung (MS). Das Mikroskopobjektiv fokussiert den Laserstrahl in die 
Probe. Nur in der Strahltaille des Strahlkegels herrscht eine ausreichende 
Intensität, um Fluoreszenz anzuregen. Das durch ein hochauflösendes Objektiv 
in das Hydrogel fokussierte Anregungslicht erzeugt im Messvolumen VF die 
Fluoreszenz des Substrats. Der Großteil der anregenden Laserstrahlung verlässt 
die Objektebene in Form eines divergierenden Kegels. Die Fluoreszenz des 
Substrats leuchtet isotrop in alle Raumrichtungen. Nur ein Teil der Fluoreszenz 
wird durch das Objektiv wieder eingesammelt. Je größer die NA des Objektivs, 
desto größer wird der Raumwinkel, in dem Fluoreszenz gesammelt wird. Bei 
der Verwendung eines Objektives hoher NA erhöht sich folglich die 
Empfindlichkeit des Messsystems. Somit stellt das Objektiv das zentrale Bauteil 
des experimentellen Aufbaus dar. Die Ausdehnung der Gelbeads lässt jedoch 
nur den Einsatz von Objektiven mit geringer NA und großem Arbeitsabstand 
zu. Das Schema in Bild 14 zeigt den im Text erläuterten Messablauf grafisch, 
jedoch nicht maßstabsgetreu. Das Objektiv ist nicht dargestellt.  
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Bild 14 Messschema 
am Hydrogelbead. 
Der fokussierte 
Laserstrahl tritt 
durch den 
Glasboden der 
Kavität einer 
Mikrotiterplatte in 
ein Hydrogelbead 
(HGB) ein, das auf 
einem konisch 
zulaufenden 
Dreibein (DB) fixiert 
ist. Im Volumen Vf in 
Inneren der 
Polymerkugel mit 
dem Radius r wird 
Fluoreszenz 
angeregt. 
 
 
Der Brechungsindex nH der wässrigen -Carrageenan Hydrogele wird unter 
Verwendung eines Refraktometers (Atogo DR-M200, Kleinfeld, Deutschland) 
bei einer Anregungswellenlänge von 680 nm zu 1,34 bestimmt. Falls in einer 
wässrigen Umgebungslösung gemessen wird, kann eine Linsenwirkung der 
Hydrogelkugeln vernachlässigt werden, da der Brechungsindexunterschied 
zwischen Lösung und Gel marginal ausfällt. Anders verhält sich die Situation 
beim Einsatz von organischer Methylisobutylketon–Lösung (MIBK, Sigma 
Aldrich, Deisenhofen) als Bulkphase. Der Brechungsindex von MIBK wird zu 
nMIBK  = 1,59 bestimmt. An der wässrig organischen Phasengrenze kommt es 
daher zu einem Sprung des Brechungsindex, und das sphärisch geformte 
Hydrogel wirkt ähnlich einer Linse auf Anregungs- und Messstrahl. Im Falle 
einer Messung im Kugelmittelpunkt tritt trotz Verwendung einer organischen 
Phase keine Linsenwirkung auf, da alle konvergierenden Strahlen senkrecht zur 
Kugeloberfläche einfallen. Werden allerdings Linien entlang des Radius der 
Kugel aufgenommen, so tritt der Effekt auf und wird im Folgenden näher 
untersucht.  
Zur geometrischen Vereinfachung wird zunächst das Hydrogelbead als Zylinder 
betrachtet. Exemplarisch tasten vier Strahlenbündel aus einem Objektiv mit 
NA=0,3 und einem Arbeitsabstand von 11,2 mm das Hydrogelbead entlang des 
Radius ab. Wie aus Bild 15 hervorgeht, propagieren die Strahlenbündel nach 
Passieren der Objektivpupille zunächst durch Luft und werden an dem 
Glasboden der Mikrotiterplatte (Glas; nG = 1,54) gebrochen. Nach Durchlaufen 
des Glasbodens (dG = 170 μm) treten die Strahlenbündel in die organische 
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Bulkphase (MIBK; nMIBK = 1,59) ein und treffen anschließend auf die 
Phasengrenzfläche zwischen Umgebungslösung und Hydrogelbead (MIBK). Der 
Abstand des Glasbodens zum unteren Kugelrand wird unter Verwendung des 
Lichtmikroskops zu 100 μm bestimmt. Die Grafik wurde mit Zeemax erstellt 
und gibt die Größenverhältnisse des Linseneffektes maßstabsgetreu wieder.  
Bild 15 
Veranschaulichung 
des Astigmatismus 
durch die 
brechungsindex-
bedingte 
Linsenwirkung des 
Hydrogels in 
organischer 
Umgebungslösung. 
Gezeigt sind vier 
Strahlenbündel 
entlang des Radius, 
der Glasboden der 
Mikrotiterplatte 
(Glas), die 
Umgebungslösung 
(MIBK) und die 
Hydrogelkugel 
(HGB). 
 HGB
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An der Phasengrenzfläche wirkt aufgrund der unterschiedlichen 
Brechungsindices die gekrümmte Oberfläche des Zylinders wie eine Linse auf 
die Strahlenbündel. Je mehr die Strahlen sich dem Kugelrand annähern, desto 
stärker werden sie von der Zylinderlinse abgelenkt. Dies bewirkt eine 
Verschiebung der axialen Fokusposition des Strahlenbündels in Richtung des 
Objektivs. Der unveränderte Verlauf des Mittelpunktstrahlenbündels ist in Bild 
15 ebenfalls eingezeichnet (blau). Strahlenbündel, die um 90° an der axialen 
Koordinate gedreht werden, und somit eine senkrechte Ebene zu den in Bild 15 
gezeigten Strahlen aufspannen, erfahren durch den Gelzylinder keine 
Ablenkung. Daher wird dem Laserfokus im Randbereich des Hydrogels ein 
Astigmatismus aufgeprägt.  
In Bild 16a) wird zunächst die axiale Abweichung unter Annahme einer 
zylindrischen Form gegenüber der lateralen Fokusposition rl der Strahlenbündel 
aus Bild 15 quantifiziert. Aufgetragen ist die axiale Abweichung z der 
Strahlung vom horizontalen Beadradius in Abhängigkeit von der lateralen 
Position rl. 
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Bild 16 Die 
Wertepaare der 
Grafiken werden mit 
Zeemax erstellt. 
a) Aufgetragen sind 
die axialen 
Abweichungen der 
Fokusposition in 
Abhängigkeit von 
der lateralen 
Position. Die 
Abweichung nimmt 
zunächst langsam 
gegenüber einer 
Änderung der 
Lateralkoordinate zu, 
zum Rand des Beads 
schneller.     b) 
Verhältnis des 
Beadradius r zum 
korrigierten Radius rk 
 a) 
b) 
 
Die Lateralkoordinate 0 mm bezeichnet die Beadmitte, zum Kugelrand nehmen 
die Werte kontinuierlich zu, der Radius der Hydrogelbeads beträgt 1,3 mm. Bis 
zu einem horizontalen Radius von 1 mm ist der Betrag der axialen Abweichung 
immer kleiner 0,1 mm, im Randbereich zwischen 1 mm und 1,2 mm nimmt sie 
stark zu, erreicht bei 1,23 mm ihr Maximum und verringert sich anschließend 
wieder leicht. Ab 1,26 mm tritt für alle Strahlbündel Totalreflexion auf. 
Für die Quantifizierung der Konzentrationsprofile in Hydrogelbeads ist aufgrund 
der Rotationssymmetrie der sphärischen Hydrogelbeads lediglich der Betrag der 
Radien, nicht aber deren Richtung von Bedeutung. In Bild 16b) ist das 
Verhältnis der nominalen Lateralposition rl und des korrigierten Radius rk 
dargestellt. Eine geometrische Betrachtung in Bild 17 zeigt, dass die 
Abweichung des korrigierten Radius rk vom horizontalen Radius rl lediglich 
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durch den Cosinus des eingeschlossenen Winkels beider Radien beeinflusst 
wird.  
Bild 17 
Geometrische 
Betrachtung zur 
Bestimmung des 
korrigiertem Radius 
rk. 
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Der Betrag der korrigierten Radien in Abhängigkeit des lateralen Messorts wird 
in Bild 16b) nach 
3.1 
 
 222 zrr lk   
bestimmt, wobei z2 die axialen Abweichungen aus Bild 16a) bezeichnen. Das 
Ergebnis der Berechnung des Verhältnisses von rl und rk in Bild 16b) zeigt, dass 
die Abweichungen in keinem Fall mehr als 1,7% betragen. Die Veränderung 
der radialen Messposition wird daher im Folgenden nicht weiter berücksichtigt. 
3.3 Kinetische Phänomene am Messobjekt 
In dem betrachteten zweiphasigen Reaktionssystem kommt es zur 
Überlagerung kinetischer Phänomene, deren Beobachtung und anschließende 
Identifizierung die Entwicklung eines rationalen Reaktordesigns beschleunigt. 
Die Einflüsse der Hydrogelmatrix auf die kinetischen Parameter 
(Diffusionsgeschwindigkeit, Transportkoeffizienten bei Übertritt durch die 
Phasengrenzfläche und intrinsische Parameter des Enzyms) des 
Reaktionssystems werden unter Anwendung der MEXA Methodik ermittelt. 
Hierzu ist es notwendig, Messinformationen zu generieren, die einen zeitlich 
und örtlich aufgelösten Verlauf der Substratkonzentration beinhalten. Die 
erzielten Messergebnisse werden in einem nachfolgenden Schritt dazu genutzt, 
ein mechanistisches Modell der Reaktionskinetik der Enzymreaktion im 
gelstabilisierten Zweiphasensystem zu identifizieren. Somit kann der Zustand 
des Systems zu einem beliebigen Zeitpunkt vorhergesagt werden. Bild 18 zeigt 
schematisch den Querschnitt eines Gelbeads und den Konzentrationsverlauf 
eines Substrats im thermodynamischen Reaktionsgleichgewicht entlang dessen 
Radius. In der Kugel sind homogen Enzyme eingebettet, die über die 
Phasengrenze transportierte Substrate auf ihrem Weg zum Kugelmittelpunkt 
fortdauernd zum Produkt umsetzen. Daher nimmt die Konzentration der 
Substratmoleküle zum Mittelpunkt hin ab.  
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Bild 18 Beispielskizze 
für ein wässrig-
organisches 
Zweiphasensystem 
mit Konzentrations-
sprung an der 
Phasengrenze. Im 
reaktiven 
Gesamtsystem im 
quasistationären 
Gleichgewicht steigt 
die Substratkonzen-
tration zum 
Kugelrand an. An 
der Phasengrenze 
kommt es aufgrund 
der verschiedenen 
Löslichkeiten des 
Substrats in 
wässriger und 
organischer 
Umgebung zu einem 
Konzentrations-
sprung. 
 
 
 
Die Grafik veranschaulicht außerdem, dass es in Zweiphasensystemen zu einem 
Konzentrationssprung an der Phasengrenze kommt. Aufgrund der ungleichen 
Löslichkeiten unterscheidet sich die Konzentration des gelösten Stoffes in der 
organischen Reservoirlösung im Allgemeinen von der Konzentration in der 
wässrigen Phase des Hydrogelbeads. An der Grenzfläche herrscht immer ein 
Gleichgewicht zwischen den Konzentrationen rechts und links der 
Phasengrenze. Die thermodynamische Gleichgewichtsdistribution zwischen 
beiden Phasen beschreibt ein Verteilungskoeffizient (Partitionskoeffizient). Im 
Bereich der Diffusionsgrenzschicht in der Bulkphase liegen auch in der 
Umgebungslösung die im Bead vorherrschenden Konzentrationen vor. 
3.4 Probenherstellung und Probenhandling 
Zum Einsatz kommen Hydrogele auf Basis von Kalzium-Alginat und 
-Carrageenan. Bei Alginat handelt es sich um Salze der Alginsäure, die aus 
Braunalgen gewonnen werden und meist als Verdickungs- oder Geliermittel in 
der Pharma-, Kosmetik,- und Lebensmittelindustrie Verwendung finden. 
Carrageenan hingegen ist ein Polysaccharid, das aus rotem Seegras extrahiert 
wird, und kommt ebenfalls in der Lebensmittelindustrie zum Einsatz.  
Bei der spektroskopischen Analyse kinetischer Phänomene ist die 
Reproduzierbarkeit bei der Herstellung von Hydrogelbeads als Messmedium von 
entscheidender Bedeutung. Inhomogenitäten der Dichteverteilung, Einschlüsse 
oder die Ausbildung von Aggregaten beeinflussen sowohl Qualität als auch 
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Aussagekraft der erzielten Messergebnisse. Da Hydrogelbeads, 
Substratlösungen, Reaktionsprodukte und auch das Enzym BAL nicht 
kommerziell erhältlich sind, wird deren Bereitstellung im Folgenden kurz 
beschrieben. 
3.4.1 Hydrogelbeads 
Für die Untersuchung der pH getönten Eindiffusion dissoziierender 
Propionsäure werden sphärische Hydrogelbeads aus Ca Alginat verwendet. 
Ramanmessungen (Heinemann et al., 2005) haben gezeigt, dass die 
Ca Alginatbeads eine inhomogene Dichtverteilung besitzen, wobei die Dichte 
des Alginats vom Rand zur Kugelmitte quasikontinuierlich abnimmt. Das 
Verfahren zur Herstellung der sphärisch transparenten Alginatkugeln (Buthe et 
al., 2004) konnte auf kältegelierende Carrageenanpolymere angepasst werden. 
Somit lassen sich auch -Carrageenanbeads reproduzierbar herstellen. 
Gegenüber Alginatgelen zeigen -Carrageenangele den Vorteil das Polymer 
homogen über das gesamte Kugelvolumen zu verteilen und erhöhen zusätzlich 
die Transparenz der Hydrogelmatrix. 
3.4.1.1 Herstellung von Alginatbeads 
Für die Herstellung der Alginat Hydrogele wurden Propionsäure, Tris Puffer und 
Kalziumchlorid von Fluka (Buchs, Schweiz) beschafft. Die Fluoreszenzfarbstoffe 
Resorufin und Acridin stammen von Sigma-Aldrich, (Deisenhofen, 
Deutschland). Das Manugel DJX Natriumalginat wurde von Monsanto (San 
Diego, USA) erworben. Alle verwendeten Chemikalien sind von analytischem 
Reinheitsgrad. 
Zunächst werden 2% (w/v) Natriumalginat in 50 mM Tris Puffer bei pH 6,8 
gelöst. Um möglichst ideal sphärische Hydrogelbeads zu erhalten, werden 
jeweils15 μL Alginatlösung in eine zylindrische Säule mit Ca2+ Ionen und einem 
Dichtegradienten, pipettiert (Buthe et al., 2004). Aufgrund der durch Ca2+ 
induzierten Vernetzung und einer Minimierung der Berührungsfläche ergeben 
sich beim Absinken der Lösungen mittlere Kugelradien von ungefähr 1 mm. 
Während der Sedimentation der Lösung diffundieren Ca2+ Ionen in die sich 
ausbildenden Tropfen und quervernetzen das Alginat. Damit wird eine 
ausreichende Stabilität der Beads gewährleistet. Schließlich werden die Beads in 
50 mM Trispuffer, der zusätzlich mit 2 % CaCl2 und 500 μM Resorufin als 
Indikatorfarbstoff versetzt ist, mehrmals gespült.  
Um äquilibierte Kugeln für Kalibrationsmessungen mit definierten pH-Werten 
zu erhalten, werden Lösungen von 50 mM Trispuffer mit 2 % CaCl2 und 
Resorufin von pH 6,8 mit geringen Mengen HCl auf die einzustellenden pH-
Werte titriert und die Kugeln in den Lösungen äquilibriert. Anschließend wird 
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der pH Wert der Lösung mit den äquilibrierten Kugeln überprüft und der 
Vorgang solange wiederholt, bis der gewünschte pH Wert eingestellt ist. 
3.4.1.2 Herstellung von -Carrageenanbeads 
Das Cosolvens Dimethylformamid (DMF) wurde bei Fluka, (Neu Ulm, 
Deutschland) beschafft. Alle anderen Chemikalien stammen von Sigma Aldrich 
(Deisenhofen, Deutschland) und liegen in Chromasolv-Qualität vor. 
Zur Herstellung der -Carrageenan Hydrogelkugeln für Diffusions- und 
Stofftranfer Messungen werden zunächst 1,5 % (v/w) Carrageenan in einer 
Lösung mit 50 mM K2HPO4 / KH2PO4 als Puffer mit einem pH Wert von 8,5 
hinzugegeben. Die Suspension wird auf 90°C erwärmt, um das Polymer zu 
lösen. Die Lösung wird anschließend auf 45°C abgekühlt, dabei verbleibt das 
-Carrageenan weiterhin im gelösten Zustand. 20 μL Lösung wird in einen mit 
Pflanzenöl befüllten, zylindrischen Kolben pipettiert. Das obere Ende des 
Kolbens wird mit einem Heizmantel auf 45°C erwärmt und der Boden des 
Kolbens im Eiswasserbad auf 0°C abgekühlt, so dass entlang der 
Pflanzenölsäule ein Temperaturgradient vorherrscht. Aufgrund der Minimierung 
der Grenzfläche bilden sich runde Tropfen, die über Kältegelierung beim 
Absinken zu -Carrageenan Hydrogelbeads aushärten. 
Um enzymbeladene -Carrageenanbeads herzustellen, werden dieselben 
chemischen Substanzen benutzt. 1,5 % (w / v) Carrageenan wird 
50 mM K2HPO4 / KH2PO4 Puffer beigegeben und der pH Wert auf 7,75 
eingestellt, wobei die Ionenstärke 100 mM beträgt. Die Suspension wird auf 
100°C erhitzt, um das -Carrageenan zu lösen. Anschließend wird die Lösung 
auf 45°C abgekühlt, wobei das -Carrageenan in Lösung bleibt. Nun werden 
das Enzym Benzaldehydlyase (BAL) und die Cofaktoren MgSO4 und 
Thiamindiphosphat (ThDP) hinzugegeben. Die eingestellte Enzymkonzentration 
der BAL beträgt 20 μg/mL (3,34*10-4 mM) und die Konzentration der 
Cofaktoren beträgt 25 mM. Um eine Denaturierung der Enzyme bei hohen 
Temperaturen zu vermeiden, werden sie erst nach dem Erhitzen zusammen mit 
den Cofaktoren der abgekühlten Lösung zugefügt. Mit einer 
temperaturstabilisierten Multistep-Pipette werden jeweils 20 μL Tropfen 
Enzymlösung für die Cryogelierung in den Kolben gegeben. Im Kolben stellt 
sich wieder ein Temperaturgradient ein, resultierend aus der Erwärmung des 
oberen Endes auf 45°C, und der Kühlung des unteren Endes auf 0°C im 
Eiswasserbad. Aufgrund der Minimierung der Grenzfläche zwischen wässriger 
und organischer Phase bilden sich sphärische Beads aus den Enzymlösung 
enthaltenen Tropfen aus, die beim langsamen Abkühlen aushärten. Die 
enzymbeladenen Immobilisate werden nun bis zum Messbeginn im 
Kühlschrank gelagert. Da Cosolvens DMF die Stabilität und die Aktivität der 
BAL (Schmidt, 2008) vermindert, werden die Beads vor Messbeginn in 1 mL 
wassergesättigter Methylisobutylketon (MIBK) Lösung mit 2,56% (v/v) DMF 
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300 Sekunden äquilibriert. Hierbei diffundiert DMF in die enzymbeladenen 
Beads, wobei die Konzentration der Äquilibirierlösung so gewählt wird, dass im 
thermodynamischen Gleichgewicht in den Kugeln eine DMF Konzentration von 
25%(v/v) vorliegt. DMF erhöht die Löslichkeit von Substrat DMBA und Produkt 
TMB in der wässrigen Gelphase und erhöht den pH Wert auf 8,5. Im Anschluss 
wird das dynamische Experiment umgehend gestartet, um das Ausmaß der 
Enzymdeaktivierung zu minimieren. 
3.4.2 Herstellung von Benzaldehydlyase (BAL)  
Bei Benzaldehydlyase (BAL) aus Pseudomonas fluorescens Biovar I handelt es 
sich um ein Tetramer bestehend aus vier identischen Untereinheiten mit jeweils 
563 Aminosäuren. BAL wurde 1989 von Gonzalez und Vicuna entdeckt, als sie 
bemerkten, dass ein Bakterium des Stammes Pseudomonas fluorescens sich auf 
Medien mit Benzoin oder Anisoin ausbreiten kann (Gonzalez et al., 1988). Alle 
zur Bereitstellung der BAL benötigten Chemikalien sind von analytischer 
Reinheit und stammen von Sigma Aldrich (Deisenhofen, Deutschland). Die BAL 
wurde vom Lehrstuhl für Biotechnologie der RWTH Aachen in einem 
aufwändigen Prozess hergestellt (Schmidt, 2008). Zum Einsatz kamen 
gentechnisch veränderte Organismen, die das Enzym produzieren. Nach der 
Extraktion des Proteins folgte eine chromatografische Aufreinigung. 
3.4.3 Synthese von Tetramethoxybenzoin 
Auch das Reaktionsprodukt wurde vom Lehrstuhl für Biotechnologie der RWTH 
synthetisiert und gereinigt. Schmidt beschreibt ausführlich den Syntheseprozess 
und die anschließende Aufreinigung des Produktes (Schmidt, 2008). 
3.5 Beschreibung der grundlegenden Komponenten und Strahlquellen  
Cr:LiSaf-Oszillator 
Zur Anregung der Multiphotonenfluoreszenz von Coumarin 153 wird ein passiv 
modengekoppelter Cr:LiSaf (Colquirit) fs-Oszillator eingesetzt (Russbueldt, ). Zur 
Erzeugung der ultrakurzen Pulse wird der Kerr Linseneffekt ausgenutzt. Zwei 
Dioden pumpen einen Cr:LiSaf Kristall von beiden Seiten. Der Resonator 
emittiert Pulse einer Dauer von weniger als 20 fs mit einer mittleren Leistung 
von 125 mW und einer Repetitionsrate im MHz-Bereich. Die Zentralwellenlänge 
der emittierten Strahlung beträgt 860 nm, die mit der Pulsdauer 
korrespondierende Spektralbreite beträgt ungefähr 100 nm. Ein Faradyisolator 
verhindert das Eindringen von rückgestreuten Laserpulsen in den Cr:LiSaf 
Resonator, um ein Aussetzen der Modenkopplung und eine Schädigung des 
Resonators effektiv zu unterdrücken.  
Titan:Saphir Oszillator 
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Bei der Multiphotonenmikroskopie im Reaktionssystem „Benzaldehydlyase“ zur 
spektroskopischen Analyse des BAL Systems kommt ein durchstimmbarer 
Titan:Saphir (Ti:Sa) Oszillator des Typs "Mai Tai HP" der Firma Spectra Physics 
(Mountain View, CA, USA) zum Einsatz, dessen spektrale Durchstimmbarkeit 
zwischen 690 nm und 1020 nm liegt. Der Oszillator emittiert eine 
wellenlängenabhängige mittlere Leistung zwischen 0,4 W (1020 nm) und 3 W 
(800 nm) bei einer Repetitionsrate von 80 MHz und einer sich über den 
gesamten Spektralbereich erstreckenden Pulsdauer kleiner 100 fs. Der im 
TEM 00 austretende Laserstrahl besitzt eine Strahldivergenz kleiner 1 mrad. Zur 
Anregung der Fluoreszenz des Substrats emittiert der Oszillator eine 
festfrequente Strahlung der Zentralwellenlänge 723 nm, daher wird zunächst 
das Strahlungsspektrum des Anregungslichts charakterisiert. 
405 nm ps-Diodenlaser 
Ein fasergekoppelter Halbleiterdiodenlaser mit Pulsdauern im Bereich weniger 
ps und einer Wellenlänge von =405 nm wird bei Untersuchungen im Rahmen 
der Fluoreszenzlebensdauerspektroskopie eingesetzt. Die Fluoreszenz der 
Farbstoffe wird mit einer Leistung von 50 μW im Fokus angeregt. Ein 
Diodentreiber (Sepia, Deutschland) erlaubt einen Laserbetrieb mit einer 
variablen Repetitionsrate zwischen 5 MHz und 40 MHZ. Aufgrund der 
Pulsdauer von einigen 10 ps bedarf es bei dieser Strahlquelle keiner 
Pulskompression zur Unterdrückung von gruppenlaufzeitbedingter 
Modendispersion. 
Detektoren 
Hamamatsu Photosensor Module vom Typ H7422P-40 (Hamamatsu Photonics 
GmbH, Herrsching, Germany) operieren bei der Registrierung von 
Fluoreszenzphotonen als Einzelphotonenzähler. Eine effektive Luftkühlung in 
der Nähe der Photomultipierröhre gewährleistet eine niedrige Dunkelzählrate 
durch die Unterdrückung des thermischen Rauschens der GaAsP-Photokathode. 
So werden auch bei niedrigen Zählraten hohe Signal-zu-Rausch-Verhältnisse 
erzielt. Die Quanteneffizienz der Komponenten beträgt 40%, der detektierbare 
Spektralbereich liegt zwischen 300 nm und 720 nm. 
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Objektive 
Tabelle 1 Übersicht der eingesetzten Objektive 
Name HC PL Fluotar 5x 0,15 HC PL Fluotar 10x 0,3 HC PL Fluotar 50x 0,8 
Vergrößerung [1] 5x 10x 50x 
Numerische Apertur 
[1] 
0,15 0,3 0,8 
Arbeitsabstand [mm] 12,2  11,2  0,8  
3.6 Experimenteller Aufbau  
In Bild 19 ist der experimentelle Aufbau dargestellt. Für die Anregung der 
Mehrphotonenfluoreszenz wird der oben beschriebene Titan:Saphir-Laser 
eingesetzt, der spektral durchstimmbare fs-Pulse emittiert. Der Laserstrahl wird 
über einen Prismenkompressor und ein Kepler-Teleskop zur Strahlformung 
geführt. Die stufenlose Leistungsregelung erfolgt mit Hilfe eines drehbar 
montierten Glan-Laser Prismas (GLP). Mittels eines Freistrahl-Einkopplungsports 
(FSK) des Laserscanning Mikroskops wird der Strahl in den Scankopf geführt 
und kann so über die Scannerspiegel auf jede Position im Sichtfeld des 
Mikroskopobjektivs fokussiert werden. Photomultiplier detektieren die erzeugte 
Fluoreszenz. Im Folgenden werden die einzelnen Komponenten des Aufbaus 
näher beschrieben: 
Prismenkompressor 
Aufgrund der Abhängigkeit der Fluoreszenzanregung vom Kehrwert der 
Pulsdauer in Gleichung 2.21, stellt es sich als vorteilhaft heraus, kurze Pulse mit 
hohen Spitzenintensitäten in der Multiphotonenmikroskopie einzusetzen. Um 
die durch dispersive optische Elemente hervorgerufene Streckung der Pulsdauer 
zu kompensieren, wird ein Prismenkompressor in den Strahlengang integriert. 
Die genaue Auslegung einer Anordnung zur zeitlichen Pulskompression 
beschreiben Mans (Mans, 2009) und Russbüldt (Russbüldt, 2005) in ihren 
Dissertationen. Das grundlegende Prinzip besteht darin, die spektrale 
Phasenverzögerung für eine Anordnung aus Prismen mit Brechungsindex n() 
und Scheitelwinkel  beim Durchgang einer punktsymmetrischen Anordnung 
von Prismen zu berechnen. Die geometrischen Wege der Laufstrecke zwischen 
den m Prismenblöcken ai und der Laufstrecke innerhalb der Prismen bi werden 
zur Gesamtphasenverzögerung bei der Zentralwellenlänge 0 des Lasers 
aufaddiert:  
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In Falle der vorliegenden Arbeit wird ein Prismenkompressor aus vier 
Brewsterprismen aufgebaut. Durch die Auswahl eines Kompressors mit vier 
Prismen wird der Strahlung eine größere Winkeldispersion aufgeprägt, was zu 
einem verminderten Abstand der beiden Prismenblöcke führt. Dies ermöglicht 
einen kompakten Aufbau des Prismenkompressors.  
Die Strahlung des Kurzpulslasers trifft auf einen Silberspiegel (S), wird von 
diesem um 90° abgelenkt und parallel zur Ebene des optischen Tisches 
ausgerichtet und trifft auf ein erstes Paar von Brewster-Dispersionsprismen 
(BPP1). Diese sind auf einem Verschiebetisch mit einem translativen 
Freiheitsgrad auf Prismentischen befestigt. Die linear polarisierte Strahlung trifft 
im Brewsterwinkel B auf die Seitenfläche der Prismen, und der parallel zur 
Einfallsebene der Prismenfläche polarisierte Strahlungsanteil erfährt durch das 
Prismenpaar BBP1 eine nahezu verlustfreie Gesamtablenkung von 90°. Die 
Strahlung propagiert entlang eines Weges von 0 cm und trifft auf das zweite 
Paar Brewster-Dispersionsprismen (BPP2). Das Licht wird wieder quasi verlustfrei 
ein- und ausgekoppelt und dabei um 90° umgelenkt. Ein Dachkantspiegel 
(DKS) versetzt den Strahl in der Höhe. Die Reflexion am DKS zeichnet den 
höhenversetzten Strahl exakt spiegelsymmetrisch zum einfallenden 
Strahlengang entlang der Anordnung aus Dispersionsprismen nach. Die 
höhenversetzte Strahlung wird nun mittels eines weiteren Spiegels (AS) von der 
Prismenanordnung ausgekoppelt. Eine solche symmetrische Anordnung von 
Dispersionsprismen heißt Prismenkompressor. Der Prismenkompressor 
verhindert eine zeitliche Verbreiterung der fs-Laserpulse bei der Propagation 
durch dispersive optische Materialien. Um sicherzustellen, dass die Dispersion 
der Optiken des Aufbaus nicht durch unterschiedliche Laufzeiten verschiedener 
Frequenzanteile der Pulse zu einer Pulsverbreiterung führt, muss der 
Pulskompressor genau ausgelegt und an die Eigenschaften der nachfolgenden 
Optiken angepasst werden. Der gewählte Abstand von 95 cm zwischen den 
Spitzen der Prismenpaare BPP1 und BPP2 ist das Resultat einer Berechnung, 
welche die Effekte der Gruppenlaufzeitdispersion (GLD) aller verwendeten 
optischen Komponenten berücksichtigt. Der Prismenkompressor prägt den 
Laserpulsen einen optimalen Pre-Chirp auf, der die Dispersionseffekte der 
eingesetzten Optiken gerade kompensiert. Die Verifizierung der einwandfreien 
Funktion des Prismenkompressors ist im Anhang beschrieben. 
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Bild 19 Der 
experimentelle 
Aufbau unterteilt 
sich in die fünf 
wesentlichen 
Komponenten 
Prismenkompressor, 
Strahlformung, 
Laserscanning 
Mikroskop, 
Probenträger und 
Detektion.  
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Strahlformung zur Einkopplung 
Ein Kepler Teleskop bestehend aus zwei antireflex-beschichteten (AR) 
Sammellinsen (SL) reduziert den Strahldurchmesser um einen Faktor fünf. Das 
Anregungslicht passiert zwei AR-Polarisationsprismen aus Kalzit in Glan Laser 
Anordnung (GLP). Deren drehbare Halterung gestattet eine stufenlose Variation 
der mittleren Leistung des eingestrahlten Kurzpulslaserslichts. Das kollimierte 
Anregungslicht wird mit zwei Spiegeln (S) entlang einer Achse ausgerichtet, 
welche eine senkrechte Einkopplung am Freistrahlport in den Scankopf des 
Mikroskops gewährleistet. Ein im Freistrahlport montiertes Einkopplungsmodul 
(FSK) lenkt die Strahlung aus der Tischebene nach unten in den Scankopf des 
Mikroskops.  
Laserscanning Mikroskop 
Im Scankopf trifft sie auf einen dichroistischen Spiegel (DS), der für den roten 
bis nahinfraroten Spektralbereich hoch reflektierende Eigenschaften besitzt. Der 
Dichroit lenkt den Laserstrahl in ein Modul zur variablen Strahlaufweitung (SA). 
Der aufgeweitete Strahl trifft auf einen xy-Scanner, in dem mittels zweier 
Ablenkspiegel eine Rasterbewegung der Strahlung entlang der senkrecht 
aufeinander stehenden x- und y- Richtungen in der Objektebene (OE) 
durchgeführt werden kann. Somit kann das Anregungslicht an ausgewählten 
Orten der horizontalen Objektebene positioniert werden, so dass bedarfsweise 
auch eine punktuelle Abtastung des Messobjekts erzielt werden kann.  
Der in der horizontalen Objektebene beliebig ablenkbare Laserstrahl verlässt 
den Scankopf und gelangt durch eine erste Tubuslinse (TL) in das Mikroskop. 
Dort wird er über einen weiteren Spiegel (S) in die vertikale Mikroskopebene 
abgelenkt und passiert die zweite Tubuslinse (TL). In einem 
Strahlteilerwürfelrevolver (STWR) sind verschiedene Strahlteilerwürfel integriert. 
Die einzelnen Würfel können mechanisch ausgewählt werden und filtern und 
lenken gegebenenfalls die detektierte Fluoreszenzstrahlung. Das anregende 
Kurzpulslaserlicht wird durch ein Mikroskopobjektiv (O) in die Objektebene 
fokussiert. Das Mikroskopobjektiv befindet sich in einem Objektivrevolver, so 
dass Objektive mit verschiedenen Eigenschaften in den Strahlengang 
eingebracht werden können. Des Weiteren lässt sich die Höhe des 
Objektivrevolvers verstellen, was eine Veränderung der vertikalen Position des 
Objektivbrennpunktes bewirkt. Die Objektebene, und mit ihr auch der Messort 
in der zu analysierenden Probe, wird somit in der Höhe versetzt, so dass die 
Probe auch dreidimensional abgetastet werden kann.  
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Probenträger 
In der Objektebene des Mikroskopobjektivs sind die Hydrogelbeads in einer 
Mikrotiterplatte (MTP) auf einem xy-Verschiebetisch (xy-Tisch) positioniert. Ein 
auf dem Glasboden aufliegendes, konisch zulaufendes Dreibein als Halterung 
für die Hydrogelbeads gewährleistet eine stabile Kugelposition während der 
gesamten Dauer einer Messung. Die Lage der Hydrogelbeads in der Messkavität 
wird durch eine visuelle Inspektion mit dem Lichtmikroskop überprüft. Dazu ist 
es notwendig, den Strahlteilerwürfel kurzzeitig zu wechseln.  
Detektionsstrahlengang 
Durch das Mikroskopobjektiv wird der Anregungslaserstrahl in die Probe 
fokussiert. Im Laserfokus wird Fluoreszenz in den Hydrogelbeads angeregt und 
das Objektiv sammelt die im Messvolumen angeregte Fluoreszenz wieder auf. 
Im Falle eines leeren Strahlteilerwürfels im Revolver gelangt der Messstrahl auf 
dem gleichen Weg über Tubuslinsen, Scanner und Strahlaufweitung zurück zu 
den dichroitischen Spiegeln. Da die Fluoreszenz eine kürzere Wellenlänge F als 
die Anregungsstrahlung besitzt, ist die Beschichtung des dichroitischen Spiegels 
so gewählt, dass sie für kurzwelliges Licht transparente Eigenschaften aufweist. 
Somit wird die im Laserfokus angeregte Fluoreszenz nicht zurück in die 
Laserstrahlquelle reflektiert, sondern durchquert den Spiegel mit nur 
geringfügigen Verlusten. Über eine Sammeloptik (L) mit Brennpunkt in der 
Ebene einer konfokalen Lochblende (PH) gelangt der Messstrahl zu einem 
weiteren Strahlteilerwürfel, an dessen Seiten zwei Einzelphotonenzähler (PMT) 
angebracht sind. Das Modul aus Strahlteilerwürfel und PMTs ist extern an eine 
Schnittstelle des Mikroskops montiert. Im Strahlteilerwürfel (STW) werden 
optische Filter eingesetzt, die das Anregungslicht effizient blocken. So wird 
sichergestellt, dass allein die Messstrahlung nach Passieren des Filterwürfels die 
Photomultiplier erreicht. Zusätzlich verteilt ein im Strahlteilerwürfel montierter 
dichroitischer Spiegel den Messstrahl auf zwei spektrale Kanäle. 
3.6.1 Bildgebende Verfahren mit non-descanned Detektoren 
Als Alternative zu den hinter der konfokalen Lochblende angeordneten 
Detektoren können auch sogenannte non-descanned Detektoren für die 
Aufnahme der Multiphotonenfluoreszenz eingesetzt werden. Die Technik 
erfordert jedoch den Einsatz von multiphotonenfähigen Anregungslasern, da 
nur die Anregung von Multiphotonenfluoreszenz die Messtiefe intrinsisch 
diskriminiert und deshalb keine konfokale Lochblende zur Detektion benötigt. 
Das Fluoreszenzlicht wird dafür über einen weiteren Strahlteilerwürfel (STW) 
auf die NDD-Detektoren gelenkt. In diesem Strahlteilerwürfel sind ein 
dichroitischer Spiegel und ein Kurzpassfilter eingebaut. Das langwellige 
Anregungslicht kann den Dichroit passieren, während die kürzerwellige 
Fluoreszenz nach Durchlaufen der Austrittspupille des Objektivs um 90° 
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abgelenkt wird. Aufgrund der noch starken Überlagerung der Fluoreszenz mit 
Anregungslicht, blockt ein dielektrischer Kurzpassinterferenzfilter (DIF) einen 
weiteren Teil des noch intensiven Restlichtsignals der Anregungswellenlänge 
ab. Das Messlicht trifft im NDD Strahlteilerwürfel wiederum auf einen 
dichroitischen Spiegel, der die Fluoreszenz auf zwei Kanäle mit 
unterschiedlichen Spektralbereichen aufspaltet. Zur Unterdrückung der 
verbliebenen Anteile des Anregungslichts ist vor jedem Detektionskanal ein 
Kurzpass hoher optischer Dichte angebracht, so dass die Fluoreszenz 
annäherungsweise frei von Anregungslicht durch die Photomultiplier (NDD 
PMT) detektiert wird. 
3.6.2 Messung der Fluoreszenzlebenszeit 
Die Strahlung des gepulsten ps-Diodenlasers mit einer Wellenlänge von 
 = 405 nm für die Einphotonenanregung wird mit einem Faserkoppler (FK) in 
eine Single Mode Faser eingekoppelt und in dieser zum Scankopf geführt. Nach 
Auskopplung aus der Faser passiert die Strahlung eine UV Adaptionsoptik und 
wird über einen dielektrischen Spiegel auf die Scannerspiegel gelenkt. Die mit 
dem gepulsten 405 nm Diodenlaser angeregte Fluoreszenz zeichnet den in 
Kapitel 3.6 beschriebenen Weg der Detektionsstrahlung nach.  
Der gepulste Diodenlaser wird ausschließlich zur Fluoreszenzlebenszeit-
spektroskopie genutzt. Da unter Verwendung dieser Strahlquelle kein 
Multiphotonenprozess ausgelöst wird, muss die Fluoreszenz über das konfokale 
Pinhole geführt werden, um die erforderliche Tiefendiskriminierung zu 
garantieren (siehe Kapitel 2.2). Die konfokale Lochblende ist bei einer 
Multiphotonenanregung nicht notwendig, sie kann aber zu einem zusätzlichen 
Auflösungsgewinn führen (Diaspro et al., 2006). 
3.7 Charakterisierung der Anregungsstrahlung 
Zur Anregung der Fluoreszenz von Substrat und Produkt emittiert der Oszillator 
eine festfrequente Strahlung der Zentralwellenlänge 723 nm, daher wird die 
Strahlung des Anregungslichts zunächst hinsichtlich ihrer spektralen Breite 
charakterisiert. 
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Bild 20 
Charakterisierung 
des Spektrums bei 
einer gewählten 
Zentralwellenlänge 
von 723 nm 
 
 
 
Zu diesem Zweck wird ein Spektrum der Strahlung aufgenommen und die 
Rohdaten mit einer Gaußfunktion angefittet. Die Halbwertsbreite des Fits 
beträgt 4,94 nm und die aus dem Fit bestimmte Zentralwellenlänge z liegt bei 
722,61 nm. Spektrum und Fit sind in Bild 20 dargestellt, das Bestimmtheitsmaß 
des Fits beträgt R2=0,998. 
Da die eingesetzte Strahlquelle im TEM00 emittiert und somit ein gaußförmiges 
Strahlprofil besitzt, werden nun die Strahlkaustiken bei einer Fokussierung 
durch Objektive mittlerer und hoher numerischer Apertur (NA) in axialer und 
lateraler Raumrichtung kurz vorgestellt. In den lateralen Richtungen berechnet 
sich das Strahlprofil in der Fokusebene im Abstand r von der optischen Achse 
nach  
3.3 
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wobei P die Leistung undw 0 den Radius der Strahltaille bezeichnen. Die axiale 
Intensitätsverteilung lässt sich in Abhängigkeit von der axialen Position und der 
Rayleighlänge als  
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darstellen, wobei z die Position in Propagationsrichtung auf der z-Achse 
beschreibt und zR die Rayleighlänge benennt. Werden nun die axialen und 
lateralen Intensitätsverläufe unter Annahme eines Gaußprofils für verschiedene 
NA modelliert, so ergeben sich in lateraler Raumrichtung höhere 
Intensitätshalbwertsbreiten als in axialer. Um die Auswirkung einer Variation 
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der NA zu beschreiben, wird kurz der Zusammenhang zwischen der NA und 
den Strahlparametern w 0 und zR hergeleitet. In der Beziehung 
3.5 
 
 sinNA  
beschreibt  den halben Öffnungswinkel des Objektivs, der sich als Quotient 
aus Radius der Strahltaille und Rayleighlänge darstellen  
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lässt und somit auch dem Fernfelddivergenzwinkel des fokussierten Strahls 
entspricht. Die Rayleighlänge wird beschrieben als  
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und für die Strahlparameter w 0 und zR in Abhängigkeit der Fernfelddivergenz 
folgt  
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Unter Verwendung der hergeleiteten Größen zeigt Bild 21 den 
wellenlängenormierten Intensitätsverlauf im Bereich des Laserfokus. Zu 
beachten ist die unterschiedliche Skalierung der lateralen Achsen für 
verschiedene NA. Im Falle eines Objektives der NA 0,3 beträgt die Länge der 
Skala das Zehnfache des Betrages bei Modellierung von einer NA 0,9. 
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Bild 21 
Intensitätsverteilung 
im Laserfokus und 
Quadrat der 
Intensität unter 
Verwendung von 
Objektiven 
unterschiedlicher 
numerischer 
Apertur. Das 
Intensitätsquadrat ist 
proportional zur 
Zweiphotonen 
Anregungs-
wahrscheinlichkeit. 
 NA = 0,3 NA = 0,9
Intensität
Quadrat der Intensität
z/ z/
x/x/
 
Bei der Zweiphotonenanregung ist die Anregungswahrscheinlichkeit 
proportional zum Quadrat der Intensität der Strahlung (Kapitel 2.4), daher sind 
in Bild 21 zusätzlich die Intensitätsquadrate visualisiert. Die quadratische 
Abhängigkeit der Intensität führt zu einer drastischen Reduktion in Bereichen 
niedriger Intensität, weshalb die Region effizienter Fluoreszenzanregung bei 
einer Zweiphotonenanregung wesentlich kleiner ausfällt, als die 
Intensitätsverteilung der Anregungsstrahlung suggeriert.  
Bild 22 Falschfarben-
darstellung der 
Intensitätsverteilung 
im Laserfokus für 
Objektive 
unterschiedlicher 
numerischer 
Apertur. Zusätzlich 
ist im unteren Teil 
der Abbildung das 
Intensitätsquadrat 
dargestellt. 
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Die Falschfarbendarstellung in Bild 22 verdeutlicht die Zusammenhänge und 
zeigt, dass ausreichend hohe Bestrahlungsstärken nur im Maximum der 
Intensitätsverteilung vorliegen. Trotz einer deutlich schärfer lokalisierten 
Zweiphotonenanregung durch den Einsatz von Objektiven hoher NA muss 
aufgrund der Ausdehnung der Messobjekte auf ein Objektiv mit einer NA von 
0,3 und einem Arbeitsabstand von 11,2 mm zurückgegriffen werden. 
3.8 Wärmeübertrag ins Hydrogel 
Da die Enzymaktivität stark von der Temperatur abhängt (Schmidt, 2008), muss 
der Temperaturübertrag der Anregungsstrahlung in die Gelmatrix untersucht 
werden. Um den Absorptionskoeffizienten zu bestimmen, wird das 
-Carrageenan Hydrogel im UV-VIS-Spektrometer (Perkin Elmer, Waltham, 
USA) hinsichtlich seiner Transmissions- und Reflektionsspektren charakterisiert.  
Bild 23 
Transmissions-
spektrum von 
-Carrageenan 
Hydrogelen. 
 
 
 
Bild 23 zeigt das Transmissionsspektrum in Schritten von 2 nm des 
-Carrageenan Hydrogels in einem spektralen Ausschnitt um die 
Anregungswellenlänge 723 nm. Die Transmission beträgt im gesamten 
Messbereich mindestens 98%, die Reflexion wurde mit etwa 5% bestimmt. Die 
Diskrepanz der Summe aus Transmission und Reflektion begründet sich durch 
die Messungenauigkeit des Spektrometers bei der Untersuchung transparenter 
Materialien. Der Großteil der Strahlung wird vom transparenten Hydrogel 
gestreut, transmittiert bzw. reflektiert und trägt folglich nicht zum 
Wärmeübertrag ins Hydrogel bei. Die Strecke, die bei der Messung der 
Transmission und Reflektion im Hydrogel durchlaufen wird beträgt 1 cm. 
Um einen Wärmeübertrag ins Hydrogel quantifizieren zu können, wird die 
allgemeine zeitabhängige Wärmeleitungsgleichung  
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in sphärischen Koordinaten betrachtet, wobei die Wärmeleitfähigkeit K im 
Folgenden als konstant angenommen wird: 
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Hierbei bezeichnen  die Dichte des Hydrogels, T die Temperatur, cp die 
spezifische Wärmekapazität bei konstantem Druck und p die 
Volumenwärmequelle. Unter Annahme eines homogen geheizten Volumens 
r < R ist eine spezielle Lösung der zeitunabhängigen Wärmeleitungsgleichung: 
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Hieraus folgt für die Temperatur und ihre erste Ableitung  
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In Regionen r ≥ R ist p=0. Die Lösung der homogenen Gleichung lautet 
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wobei T die Temperatur bei   bezeichnet. Mit der Anschlussbedingung, dass 
die Temperatur und ihre erste Ableitung an der Stelle r = R identisch sein 
müssen, folgt  
3.17 
 
 
R
bTRT  )(  
3.18 
 
 
23 R
bR
K
p  . 
Aus 3.17 und 3.18 können b und T(R) bestimmt werden und Einsetzen in 3.12 
liefert bei r = 0  
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3.19 
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Im Falle einer Aufheizung mit Laserstrahlung ist die Leistungsdichte p als 
Produkt aus Absorptionskoeffizient  und Laserintensität I gegeben: 
3.20 
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und es folgt für die Temperatur 
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Weiterhin ist noch zu zeigen, dass die Wärmeleitungszeitspanne, in der die 
Wärme aus dem aufgeheizten Volumen abtransportiert wird, auch in der 
Größenordung liegt, in der das Volumen aufgeheizt wird. Mit 
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folgt für die Temperaturänderung  
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Die dem Hydrogel durch Einwirkung der Laserstrahlung maximal zugeführte 
Temperatur pro Laserpuls beträgt demnach 
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wobei  
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Da es sich bei Hydrogelbeads um wässrige Mikroumgebungen handelt, werden 
für die die spezifische Wärmekapazität und die Dichte die Stoffdaten von 
Wasser eingesetzt. Unter Annahme eines Heizvolumens mit Radius r=10 μm 
folgt für den Wärmeübertrag pro Laserpuls bei einer mittleren Leistung von 
100 mW unter Annahme einer Absorption von 100 m-1  
3.26 
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Die Temperaturerhöhung pro Laserpuls ist gegenüber der Raumtemperatur des 
Hydrogels so gering, dass das System als stationär betrachtet werden kann und 
zeitunabhängig gelöst wird. 
Bild 24 
Wärmeübertrag ins 
Hydrogel unter 
Annahme 
verschiedener 
Absorptionen und 
unterschiedlicher 
mittlerer Leistungen. 
 
 
Unter der Annahme eines rotationsymmetrischen Laserfokus mit dem Radius 
r = 10 μm zeigt Bild 24 die Temperaturerhöhung im Laserfokus nach 3.21 in 
Abhängigkeit verschiedener Absorptionen und mittleren Anregungsleistungen. 
Da die Absorption des Hydrogels außerhalb des Empfindlichkeitsbereiches des 
UV-VIS-Spektrometers liegt, werden Absorptionskoeffizienten zwischen 10-2 m-1 
und 102 m-1 angenommen. Aus Bild 24 ist zu entnehmen, dass die Temperatur 
im Laserfokus für alle angenommenen Absorptionskoeffizienten 
zeitunabhängig unter 1° K liegt. Daher wird der Temperaturübertrag ins 
Hydrogel nicht weiter berücksichtigt.  
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4 Diffusion in Kalzium-Alginat Hydrogelbeads 
In Hydrogelen immobilsierte Biokatalysatoren, die von organischen 
Reservoirlösungen umgeben sind, kommen verstärkt bei der Synthese 
hydrophober Feinchemikalien zum Einsatz und stellen einen Sonderfall reaktiver 
Zweiphasensysteme dar. Die Immobilisierungsmatrix der Gelpolymere bietet 
den Enzymen hierbei eine stabilisierte und die Enzymaktivität aufrecht 
erhaltende, wässrige Umgebung. Die Umsatzraten solch eines reaktiven 
Zweiphasensystems können durch die Diffusion der Reaktanden limitiert sein 
(Berendsen et al., 2006; Goncalves et al., 2008; van Roon et al., 2006), weshalb 
es notwenig ist, den Einfluss der Gelmatrix auf Transportphänomene genau zu 
untersuchen. Für die Untersuchung des Effekts von Gelmatrices auf die 
chemische Umsatzrate bedarf es der Generierung experimenteller Datensätze, 
mit deren Hilfe kinetische Limitierungen identifiziert werden können. Dies 
erfordert die Bereitstellung hochauflösender optischer in situ Messtechniken, 
die mit Hilfe einer modellgestützten Versuchsplanung Konzentrationen bzw. 
pH-Werte in Alginathydrogelen orts- und zeitaufgelöst bestimmen. Die im 
Folgenden vorgestellte Entwicklung spektroskopischer Messtechniken verfolgt 
das Ziel, zwei verschiedenartige Diffusionsvorgänge in 
Kalzium-Alginathydrogelen zu quantifizieren.  
Daher wird zunächst exemplarisch an einem einfachen Diffusionsmodell eine 
Methode für quantitative Fluoreszenzmessungen in streuenden Medien 
erarbeitet und anschließend evaluiert. Als Modell wird die Diffusion des 
Fluoreszenzfarbstoffes Coumarin 153 (Lambda Physik, Göttingen) gewählt, und 
der zeitliche Verlauf mit einem festfrequenten Colquirit fs-Oszillator 
ortsaufgelöst verfolgt. Für die orts- und zeitaufgelöste Detektion eines 
Diffusionverlaufs in Hydrogelen wird erstmals das Verfahren der 
Multiphotonenfluoreszenzspektroskopie eingesetzt. Coumarin 153 besitzt bei 
430 nm ein Maximum im Absorptionsspektrum und lässt sich somit über einen 
Zweiphotonenprozess mittels fs Pulsen bei einer Zentralwellenlänge von 
860 nm anregen. Über sehr kurze Laserpulse mit einer Dauer von wenigen 
Femtosekunden können im Fokus eines Mikroskopobjektivs mehrere 
IR Photonen einen optischen Übergang im sichtbaren oder im UV anregen. Die 
Multiphotonenfluoreszenz entsteht nur im Laserfokus, wo hinreichend große 
Intensitäten vorliegen, und kann somit ohne Verwendung einer konfokalen 
Lochblende mit hoher örtlicher Auflösung gesammelt und detektiert werden 
(siehe Kapitel 2.4 und 3.7). 
Im zweiten Teil dieses Kapitels wird ein Verfahren entwickelt, das geeignet ist, 
Verläufe pH-sensitver Reaktanden in wässrigen Hydrogelbeads in situ zu 
verfolgen. Als Beispielmodell wird die pH-getönte Eindiffusion von Propionsäure 
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in Kalzium-Alginatbeads vorgestellt. Zur pH-Messung werden 
Indikatorfarbstoffe eingesetzt, die ihre spektralen Eigenschaften in 
Abhängigkeit vom pH-Wert ändern. Hierbei können sich sowohl die Farbe, d.h. 
die Fluoreszenzintensität in einem definierten spektralen Fenster, als auch die 
Fluoreszenzlebensdauer ändern. Wird die Fluoreszenzintensität als Messgröße 
verwendet, kommt es zu Signalverfälschungen durch Streuung und 
Reabsorption, so dass die erzielten Ergebnisse von der Messposition im Gel 
abhängen. Eine dynamische Quantifizierung von pH-Verläufen wird hierdurch 
erschwert (Heinemann, et al., 2005). Die Fluoreszenzlebensdauer ist hingegen 
eine Größe, die näherungsweise als unabhängig von der Signalintensität 
bezeichnet werden kann (siehe Kapitel 2.3.2). Die eindiffundierende 
Propionsäure wird daher zunächst mit einem Indikatorfarbstoff versetzt, dessen 
Fluoreszenzlebensdauer vom pH-Wert seiner Umgebung abhängt. Als 
Indikatorfarbstoffe werden Acridin und Resorufin verwendet und hinsichtlich 
pH-Dynamikbereich und Genauigkeit miteinander verglichen. Hierzu ist es 
notwendig, eine Kalibrierfunktion beider Indikatorfarbstoffe aufzunehmen, die 
den Zusammenhang zwischen den pH-Werten der Umgebungslösung und den 
Fluoreszenzlebensdauern der Farbstoffe beschreibt. Im dynamischen 
Experiment ergaben die zeitaufgelösten Lebenszeitmessungen, dass es durch 
Diffusion der Propionsäure zu einer Abnahme des pH-Wertes im Inneren des 
Hydrogels kommt.  
4.1 Diffusion von Coumarin 153 in Alginat Hydrogelen 
Zur Anregung der Multiphotonenfluoreszenz von Coumarin 153 wird ein passiv 
modengekoppelter Cr:LiSaf (Colquirit) fs-Oszillator eingesetzt. Um eine zeitliche 
Verbreiterung der Pulse beim Durchtritt der Laserstrahlung von 
Mikroskopobjektiv und Faradayisolator zu verhindern, wird ein 
Prismenkompressor aufgebaut. Der Prismenkompressor setzt den Pulsen einen 
variablen Pre-Chirp auf, der die Dispersion der durchlaufenen Optiken gerade 
kompensiert (vergleiche Kapitel 3.6, Bild 19). Nach der Propagation durch die 
symmetrische Prismenanordnung wird der Kurzpulsstrahl in das Mikroskop 
eingekoppelt.  
Zur Aufzeichnung des Diffusionsverlaufs von Coumarin 153 in Alginat 
Hydrogelen werden die in reiner Pufferlösung gelagerten Gelbeads auf den 
Glasboden der Kavität einer Greiner Mikrotiterplatte (Greiner Bio-one, Solingen) 
positioniert. Die Coumarin Lösung kann somit von allen Seiten bis auf die kleine 
Auflagefläche gleichmäßig in das Innere des Gels eindiffundieren. Auf die in 
anderen Experimenten verwendete konisch zulaufende Kugelhalterung wird 
verzichtet, da diese das von den Scannerspiegeln ausgeleuchtete Sichtfeld des 
Objektivs begrenzen würde. Der Zeitpunkt der Zugabe von Coumarin Lösung 
bestimmt den Messbeginn. Die Multiphotonenfluoreszenz wird vom Objektiv 
gesammelt und mit den Detektoren in non-descanned Position aufgezeichnet. 
Verluste bei der Einkopplung der Kurzpulsstrahlung in das Mikroskop und 
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Verluste im Objektiv führen zu einer Gesamtkopplungseffizienz von ca. 25%. 
Die mittlere Anregungsleistung im Laserfokus beträgt somit ungefähr 30 mW.  
Das Laserscanning Mikroskop bietet die Möglichkeit, kontinuierlich optische 
Schnitte durch eine Hydrogelkugel aufzunehmen, so dass aus jedem Bild eine 
Verteilung der Fluoreszenzintensität über den Querschnitt ermittelt werden 
kann. Bild 25 visualisiert die zeitliche Entwicklung der Diffusion von 
Coumarin 153 in sphärischen Alginat Hydrogelen, aufgenommen mit einem 5x 
Objektiv (NA= 0,15) in der horizontalen Mittelpunktsebene.  
Bild 25 
Visualisierung der 
Diffusion von 
Coumarin 153. 
Dunkle Farbtöne 
bedeuten niedrige 
Farbstoffkonzen-
trationen, helle 
deuten auf hohe 
Konzentrationen hin. 
a) Zu Messbeginn 
fluoresziert nur die 
Bulkphase;  
b) nach 300 sec 
diffundieren 
Coumarin Moleküle 
gleichmäßig zur 
Kugelmitte; 
c) nach 600 sec ist 
die gesamte Kugel 
mit Farbstoff gefüllt;  
d) nach1800 sec ist 
die Relaxation ins 
thermodynamische 
Gleichgewicht 
erfolgt. 
 
a) 0 s b) 300 s 
c) 600 s d) 1800 s
 
 
Das Mikroskop wird im xyt-Modus betrieben, der es erlaubt, den zeitlichen 
Fortschritt eines Vorgangs in definierten Zyklen zu beobachten. Aufgenommen 
werden 150 xy-Schnitte mit einem zeitlichen Abstand von 12 sec zwischen den 
einzelnen Detektionszyklen. 
Bei einem Aufnahmeformat des Schnittes von 512 x 512 Pixel, und einem 
3 x 3 mm Beleuchtungsfeld ergibt sich eine Ortsauflösung von 5,8 μm pro Pixel. 
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Aus dem Datensatz werden exemplarisch vier Bilder vorgestellt, die den Anstieg 
der Konzentration von Coumarin Molekülen demonstrieren. Eine schwarze 
Einfärbung beschreibt die Orte, an denen aufgrund fehlender 
Farbstoffmoleküle keine Fluoreszenz angeregt wird. Helle orange Farbtöne 
implizieren hohe Farbstoffkonzentrationen. Alginatbeads besitzen eine 
inhomogene Dichteverteilung, wobei die Polymerdichte nach außen hin 
zunimmt. Am Kugelrand sind die Alginatpolymere so dicht gepackt, dass 
Streuprozesse die Anregung und Abstrahlung laserinduzierter Fluoreszenz 
signifikant vermindern. Daher sind die scharfen Konturen des Kugelrands 
deutlich zu erkennen. Bild 25a beschreibt die Konzentrationsverhältnisse zu 
Messbeginn. Das Innere der Gelkugel erscheint beinah vollständig schwarz, nur 
am Rand des Beads diffundieren bereits Farbstoffmoleküle in die Gelmatrix 
hinein und ein Konzentrationsgradient stellt sich ein. Nach t= 300 s hat der 
äußere Rand der Beads bereits die Konzentration der Umgebungslösung 
angenommen, in der Beadmitte hingegen ist die Fluoreszenzintensität noch 
gering. Zum Zeitpunkt t= 600 s füllen Farbstoffmoleküle die Gelmatrix 
vollständig aus, bevor das System nach t= 1800 s schließlich in ein 
Gleichgewicht mit der Konzentration der Umgebungslösung relaxiert.  
Bild 26 
Ortsaufgelöste 
Darstellung  des 
Intensitätsverlaufs 
der Diffusion entlang 
einer Linie, die über 
Bulk und Kugelrand 
zum Zentrum führt. 
Links ist eine 
3d-Darstellung zu 
sehen, rechts eine 
2d-Falschfarben-
darstellung, in der 
verschieden hohe 
Intensitätsbereiche 
eine andere 
Farballokation 
erhalten. 
 
Um den Diffusionsverlauf entlang des Radius orts- und zeitaufgelöst 
quantifizieren zu können, werden die den Bildern zugrundeliegenden Dateien 
in ASCII Formate konvertiert. Jedem Eintrag in einer ASCII Matrix liegt eine 
Zuordnung von Ort und Intensität zugrunde. Die zeitliche Auflösung wird über 
den Abstand zweier Messzyklen definiert. Aus den Matrizen werden die 
Einträge entlang der Linie durch den Kugelmittelpunkt extrahiert. Entlang der 
Linie kann der Rand der Kugel beidseitig bestimmt werden. Aus den Positionen 
der gegenüberliegenden Kugelränder wird die Differenz gebildet und daraus 
die Lage des Kugelmittelpunkts bestimmt. Die Intensitätswerte werden vom 
Rand des Beleuchtungsfeldes bis zur Kugelmitte aus den Linienverläufen 
entnommen und zeitaufgelöst dargestellt.  
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Bild 26 beschreibt den Diffusionsverlauf der Coumarin Moleküle von der 
Bulkphase über den Kugelrand entlang einer Linie in das Beadzentrum mit einer 
Ortsauflösung von 5,8 μm pro Pixel. Aus Gründen der Übersichtlichkeit ist nur 
jedes fünfte aufgezeichnete Messfenster dargestellt. Der linke Teil der 
Abbildung veranschaulicht den Konzentrationsausgleich dreidimensional. Zu 
Messbeginn liegen am Ort 0 mm in der Beadmitte keine Farbstoffmoleküle vor, 
am Rand des Graphen im Bulk bleibt die Konzentration über die gesamte 
Messdauer konstant. Vom Zentrum bis zur Kugelmitte stellt sich ein 
Konzentrationsgradient ein, bis sich nach ca. 1400 sec das 
Konzentrationsgleichgewicht der vollständigen Durchmischung einstellt. Die 
rechte Grafik in Bild 26 zeigt den Diffusionsverlauf aus Gründen der 
Übersichtlichkeit noch einmal in einer 2d-Falschfarbendarstellung. Bereiche 
verschiedener Fluoreszenzintensität erhalten eine andere Farbzuordnung. Auch 
in der Falschfarbendarstellung ist der Kugelrand deutlich zu erkennen. Die 
Abnahme der Fluoreszenzintensität am Rand des Beleuchtungsfeldes ist auf die 
verminderte Fokussierbarkeit der Strahlung nach schrägem Einfall ins 
Mikroskopobjektiv zurückzuführen. Der schräge Einfall der Strahlung verzerrt 
die Fokusgeometrie, was zu einer Vergrößerung des Objektivfokus führt. Somit 
nimmt die Intensität der Kurzpulsstrahlung im verzerrten Fokus ab, was mit der 
verminderten Wahrscheinlichkeit einer Zweiphotonenanregung einhergeht.
Bild 27 Verlauf der 
Diffusion von 
Coumarin 153 im 
Mittelpunkt der 
Alginatbeads. 
 
 
 
Bild 27 zeigt den zeitlichen Verlauf der Coumarindiffusion im Kugelmittelpunkt. 
Zu diesem Zweck werden aus den konvertierten ASCII Daten nach Bestimmung 
des Beadzentrums die zugehörigen Intensitätseinträge extrahiert und gegen die 
Zeit aufgetragen. Die Intensität im Mittelpunkt steigt erst nach einer Dauer von 
200 sec signifikant an, und erreicht nach 1400 sec ein Gleichgewicht mit der 
Umgebungslösung.  
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4.2 Optische pH-Quantifizierung bei der Diffusion von Propionsäure in Kalzium-
Alginat Hydrogele 
Die Entwicklung einer pH-sensitiven Spektroskopiemethode geschieht vor dem 
Hintergrund der Identifizierung eines geeigneten Modells für die Diffusion von 
Propionsäure in Alginathydrogele. Besonders bei der Betrachtung von 
Diffusionsvorgängen geladener Teilchen muss deren elektrostatische 
Wechselwirkung mit berücksichtigt werden und somit wurde als mögliches 
Diffusionsmodell neben Fickscher auch die Nernst-Planck Diffusion in Betracht 
gezogen (Spiess et al., 2009), da das Nernst-Planck Gesetz auch 
elektrostatische Wechselwirkungen beschreibt.  
Der diffusive Fluss Ji durch eine senkrecht stehende Querschnittsfläche bei 
konstantem Druck lässt sich als Summe eines konzentrationsgradienten- und 
potentialgradientengetriebenen Anteils der i-ten diffundierenden Komponente 
darstellen (Taylor and Krishna, 2003): 
4.1 
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Ji beschreibt den Fluss pro Querschnittsfläche, Di den Diffusionskoeffizienten, zi 
die Ladung der Ionen und ci die Konzentration der i-ten Diffusionskomponente. 
F bezeichnet die Faraday Konstante, Rm die molekulare Gaskonstante, T die 
Temperatur und das elektrostatische Potential. Wird nun für ungeladene 
Teilchen zi =0 gesetzt, so geht die Nernst Planck Gleichung in das Ficksche 
Gesetz über, dass die Teilchenstromdichte ungeladener Partikel proportional 
zum Konzentrationsgradienten entgegen der Diffusionsrichtung beschreibt. Die 
Proportionalitätskonstante wird Diffusionskoeffizient genannt. 
4.2 
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Um eine Diskriminierung zwischen den zwei möglichen Diffusionsgesetzen bei 
der Eindiffusion von Propionsäure in Kalzium-Alginathydrogelen zu erreichen, 
bedarf es einer optischen Messtechnik, die in der Lage ist, pH-Profile im Inneren 
von Kalzium-Alginat Hydrogelen zu bestimmen. Um die Diffusionskinetik von 
Propionsäure zu identifizieren und die rivalisierenden Modelle zu unterscheiden, 
muss das Experiment so durchgeführt werden, dass Unterscheide zwischen 
einer Fickschen und Nernst-Planckschen Diffusion möglichst deutlich erkannt 
werden. Aufgrund der Komplexität der Aufgabenstellung leitet hierbei die 
MEXA Methodik (Marquardt, 2005) den Arbeitsprozess. 
4.2.1 Motivation und Vorbemerkungen 
Damit eine Diskriminierung der Diffusionsmodelle realisiert werden kann, 
müssen Konzentrationen und pH-Werte während der Diffusion in den 
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Alginatgelmatrices orts- und zeitaufgelöst gemessen werden. Wird die 
Fluoreszenzintensität als Messgröße verwendet, erschweren Streuung und 
Reabsorption eine dynamische Quantifizierung, da die Messposition die 
erzielten Ergebnisse stark beeinflusst (Heinemann et al., 2004; siehe Kapitel 
2.3.2). Folglich müssen Spektroskopietechniken eingesetzt werden, die vom 
Messort unabhängige Informationen liefern. Die Fluoreszenzlebensdauer eines 
Chromophors ist eine physikalische Größe, die näherungsweise unabhängig 
von der Intensität und somit vom Messort gemessen werden kann. Beim 
Übergang zu höheren oder niedrigeren Intensitäten ändert sich lediglich die 
Genauigkeit, mit der die Lebensdauer bestimmt werden kann. Dieser 
Zusammenhang wurde in Kapitel 2.3.2 anhand von Beispielmessungen 
demonstriert und findet nun erstmals praktische Anwendung in der 
dynamischen pH-Wert Bestimmung in Hydrogelmatrices.  
Die Bestimmung von pH-Profilen erfolgt indirekt über einen Farbstoff, dessen 
Fluoreszenzemission pH-sensitive Charakteristika aufweist. Die 
eindiffundierende Propionsäure wird zunächst mit einem Indikatorfarbstoff 
versetzt, dessen Fluoreszenzlebensdauer vom pH-Wert seiner Umgebung 
abhängt. Je nach pH-Wert wird der Farbstoff durch die Säure zu einem 
größeren oder kleineren Anteil protoniert. Die protonierte und deprotonierte 
Farbstoffspezies besitzen jeweils unterschiedliche spektrale Eigenschaften. Die 
Farbstoffe Acridin und Resorufin zeigen nach Anregung mit einem Laserpuls ein 
biexponentielles Abklingverhalten der Fluoreszenz. Die Fluoreszenz besteht aus 
einer Überlagerung von zwei verschiedenen Lebenszeitkomponenten. Die 
Abklingzeiten des exponentiellen Abfalls entsprechen den Lebensdauern der 
überlagerten protonierten und deprotonierten Farbstoffspezies des 
Fluoreszenzsignals. Die jeweiligen Anteile an der Fluoreszenzemission variieren 
mit dem pH-Wert. Als Indikatorfarbstoffe werden der Pufferlösung Acridin oder 
Resorufin hinzugegeben und hinsichtlich ihres Dynamikbereiches miteinander 
verglichen. Deshalb wird eine Kalibrierfunktion beider Indikatorfarbstoffe 
aufgenommen, die pH-Werte der Umgebungslösung mit den Anteilen der 
Spezies unterschiedlicher Fluoreszenzlebensdauern am gesamten 
Fluoreszenzsignal miteinander in Beziehung setzt. Nach Auswahl eines 
Indikatorfarbstoffes wird ein dynamisches Experiment durchgeführt und die 
Fluoreszenzabklingkurven bei der Eindiffusion von Propionsäure in 
Kalzium-Alginatbeads mit einer zeitlichen Auflösung von 1 s aufgezeichnet.  
Die Aufnahme der Fluoreszenz im Beadzentrum geschieht in einem 
Messmodus, in dem die Scannerspiegel den Laserfokus an einer definierten 
Position konstant halten. Somit wird eine gleichbleibende Lage des Laserfokus 
in der Kugelmitte der Hydrogelmatrix über die Dauer der gesamten Messung 
gewährleistet. Die Messungen werden mit einem Leica Objektiv mit einer 
numerischen Apertur (NA) von 0,3 realisiert. Die räumliche Ausdehnung der 
Polymerkugeln mit einem Radius von 1,3 mm erfordert die Verwendung eines 
Objektivs mit großem Arbeitsabstand und niedriger NA. Bei Messung in reiner 
 
 
 
Diffusion in Kalzium-Alginat 
Hydrogelbeads 
 
 
Lasermessverfahren für die zeitaufgelöste Quantifizierung von 
Konzentrationsprofilen in Hydrogel Matrices 61
Lösung wird der Laserstrahl in die Mitte der Kavität einer Greiner 
Mikrotiterplatte (Greiner Bio-one, Solingen) fokussiert, in Hydrogelbeads wird 
die Kalibrierfunktion ebenfalls in deren Mittelpunkt aufgezeichnet. Um die 
Fluoreszenz der verwendeten Farbstoffe vom Anregungslicht spektral zu 
trennen, wird ein Kurzpassfilter der Cutoff-Wellenlänge 500 nm in den 
Filterblock am NDD-Port eingesetzt, der die Anregungsstrahlung effektiv 
blockiert. Zur Durchführung der Kalibrationsmessungen und der 
Diffusionsexperimente werden die Beads in einem konisch zulaufenden 
Dreibein positioniert. Die Zugabe von 300 μL Propionsäure mit einer 
Konzentration von100 mM startet das Diffusionsexperiment. Aufgrund der 
Kürze der gesamten Messdauer kann eine Volumenreduktion durch 
Verdunstung vernachlässigt werden. 
4.2.2 Acridin Kalibrierfunktion 
Da der Fluoreszenzfarbstoff Acridin in einem pH-Bereich zwischen pH 6,0 und 
pH 8,0 eine große Änderung der Fluoreszenzlebenszeit (Ryder et al., 2001) 
aufweist, kann er prinzipiell für ein Monitoring der Entwicklung von pH-Werten 
bei der Eindiffusion von Propionsäure in Alginathydrogele herangezogen 
werden.  
Bild 28 
Zeitaufgelöster 
Intensitätsabfall des 
Indikatorfarbstoffes 
Acridin bei pH 5,3 
und pH 7,4. Die 
Fluoreszenz wird bei 
405 nm mit 20 MHz 
angeregt. Die 
Zeitauflösung pro 
Detektionskanal 
beträgt 815 fs.  
 
 
Bild 28 zeigt exemplarisch für zwei verschiedene pH-Werte der 
Umgebungslösung die exponentiellen Abfälle der Fluoreszenzintensität des 
Indikatorfarbstoffes Acridin. Aufgetragen ist die Anzahl der gezählten 
Photonen gegen die Kanalnummer, der die einzelnen Fluoreszenzphotonen 
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zugeordnet werden. Die zeitliche Kanalauflösung beträgt 815 fs. Bei einem 
pH-Wert von 5,3 dominiert die langlebige, protonierte Spezies, beim Übergang 
zu höheren pH-Werten gewinnt die kurzlebige, deprotonierte Komponente 
zunehmend Anteile an der Gesamtfluoreszenz, die aber weiterhin von der 
langlebigen Komponente überlagert wird. Um die Anteile der kurz- und 
langlebigen Spezies an der Fluoreszenz für verschiedene pH-Werte zu 
quantifizieren, wird eine Serie von acridindotierten Pufferlösungen mit Schritten 
von pH 0,3.Einheiten zwischen pH 5,3 und pH 7,4 bereitgestellt. Der pH-Wert 
der Lösung wird hierzu unter Zugabe von HCl eingestellt. Um den Einfluss der 
Hydrogelmatrix auf die pH-Bestimmung ebenfalls zu untersuchen, werden 
zusätzlich Alginatbeads in den Lösungen äquilibriert.  
Bild 29 
Kalibrierfunktion 
Acridin. 
 
 
 
In Bild 29 ist die Kalibrierfunktion von Acridin dargestellt. Aufgetragen sind die 
Verhältnisse der kurz- und langlebigen Spezies an der Gesamtfluoreszenz 
gegen den nominalen pH-Wert. Die Anteile werden durch eine biexponentielle 
Fitprozedur aus den in Bild 28 vorgestellten Rohdaten extrahiert. Eine 
biexpenontiell abfallende Fluoreszenzintensität lässt sich mathematisch als  
4.3 
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beschreiben, wobei A und B den mittleren Verweildauern der Elektronen von 
protonierter und deprotonierter Spezies im angeregten Zustand entsprechen, 
und A und B deren zugehörige Gewichtungsfaktoren an der Fluoreszenz 
bezeichnen. Die Fitprozedur erfolgt wie in Kapitel 2.3.2 beschrieben und die 
Gewichtungsfaktoren der protonierten und deprotonierten Spezies werden 
direkt aus dem Fit entnommen. Die Summe der Anteile von saurer und 
basischer Spezies ergibt stets 100%. 
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Für die Erstellung der Kalibrationskurve, wird zu jedem pH-Wert der Abfall der 
Fluoreszenzintensität in 10 Einzelmessungen jeweils 30 sec aufgezeichnet. Aus 
den 10 Einzelmessungen können Mittelwerte und Standardabweichungen 
bestimmt werden. Um die Sichtbarkeit der Fehlerbalken zu erhöhen, ist deren 
Betrag in Bild 29 dreifach überhöht eingezeichnet. Aus Bild 29 geht hervor, 
dass zwischen pH 5,3 und pH 6,2 die Änderung der Anteile beider 
Fluoreszenzlebensdauern maximal 4 % beträgt, die Standardabweichung aus 
zehn Wiederholungsmessungen beträgt zwischen 0,2% und 0,9%. Beim 
Wechsel zu höheren pH-Werten fällt zwar die Steigung der Kalibrierfunktion 
größer aus, mit ihr wächst aber auch die Messunsicherheit. Daher muss zur 
Bestimmung der Genauigkeit der pH-Messung die Steigung der interpolierten 
Geraden zwischen den Stützpunkten mit den Größen der Fehlerbalken in 
Bezug gesetzt werden. Die Alginatmatrix bewirkt eine signifikante Reduktion 
des Dynamikbereiches der Kalibrierfunktion. Bei einer Messung in Lösung 
können Gewichtungsfaktoren zwischen 2% und 37% zur Kalibrierfunktion 
beitragen. Der Einfluss der Alginatmatrix reduziert den Dynamikbereich 
allerdings auf Anteile zwischen 6% und 30%. Die Zunahme der Fehlerbalken 
folgt aus der niedrigeren Anzahl von Photonen, die bei einer Messung in 
streuenden Hydrogelen den Einzelphotonenzähler erreichen. Dies führt zu 
einem geringeren Signal-zu-Rausch-Verhältnis und somit zu einem Anwachsen 
der Fehlerbalken.  
4.2.3 Resorufin Kalibrierfunktion 
Nachdem eine pH-Kalibrierfunktion des Indikatorfarbstoffes Acridin 
aufgenommen wurde, erfolgt nun die Generierung und Bewertung einer 
Resorufin Kalibrierreihe unter Verwendung verschiedener Auswerteverfahren. 
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Bild 30 
Zeitaufgelöster 
Intensitätsabfall des 
Indikatorfarbstoffes 
Resorufin bei pH 3,5 
und pH 5,6. Die 
Fluoreszenz wird bei 
405 nm mit 20 MHz 
angeregt. Die 
Zeitauflösung pro 
Detektionskanal 
beträgt 815 fs. 
 
 
Resorufin zeigt eine recht große Variation zweier Lebenszeitspezies an der 
Gesamtfluoreszenz in einem Bereich zwischen pH 3,5 und pH 7,5 
(Ryder et al., 2003), und eignet sich daher gut für die indirekte Beobachtung 
eines pH-sensitiven Diffusionsvorgangs. Wie bei Acridin setzt sich die 
Fluoreszenz bei Resorufin aus einer basischen und einer sauren Komponente 
zusammen, deren Anteile an der Fluoreszenz sich mit dem pH-Wert der 
Umgebung ändern (Ryder et al 2003). In Bild 30 sind exemplarisch zwei 
Rohdatensätze zeitaufgelöster Fluoreszenzabklingkurven bei unterschiedlichen 
pH-Werten dargestellt. Im oberen Teil der Abbildung überwiegt die kurzlebige, 
protonierte Komponente die Fluoreszenz, bei steigenden pH-Werten gewinnt 
die längerlebige Spezies an Gewicht. Die Aufnahme einer Kalibrierfunktion 
dient der Quantifizierung der kurz- bzw. langlebigen Anteile am 
Fluoreszenzsignal. Um den Zusammenhang zwischen dem pH-Wert und den 
Gewichtungsfaktoren beider Indikatorspezies zu beschreiben, werden 
Kalzium-Alginatbeads in resorufindotierter Pufferlösung bei verschiedenen 
pH-Werten äquilibriert. In jeder der Proben wird der Abfall der 
Resorufinfluoreszenz in Gelbead und in Lösung zeitaufgelöst aufgezeichnet. Ein 
biexponentieller Fitalgorithmus extrahiert die Lebenszeiten und das Verhältnis 
von basischer zu saurer Komponente aus den Abklingkurven. Bild 31 zeigt 
Resorufin Kalibrierfunktionen, deren Dynamikbereich durch eine systematische 
Anpassung der Fitparameter maximiert werden konnte. Um die Anteile der 
kurz- und langlebigen Spezies an der Fluoreszenz zu quantifizieren, wird der 
Tris Pufferlösung Resorufin beigegeben und in Schritten von 0,3 pH-Einheiten 
angesetzt. Der pH-Wert der Äquilibrierlösung wird hierzu unter Zugabe von HCl 
eingestellt. 
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Bild 31 Erweiterung 
des kalibrierfähigen 
pH-Bereiches durch 
Anpassung und 
Optimierung der 
Fitroutine. 
pH-Werte, bei denen 
das Amplituden-
verhältnis von 
protonierter und 
deprotonierter 
Spezies nicht mehr 
differenzierbar ist, 
sind als ausgefüllte 
Symbole dargestellt.  
a) Aufgetragen sind 
die Anteile der 
Komponenten A und 
B ohne Optimierung 
der Fitroutine.  
b) Eine Fixierung der 
Fluoreszenzlebens-
zeiten beim Fitten 
bewirkt eine 
Erweiterung des 
messbaren 
pH-Bereichs. 
c) Eine zusätzliche 
Korrektur in Form 
einer Fixierung des 
Offsets erweitert den 
messbaren 
pH-Bereich bis zu 
pH 6,8. 
 a)  
 
variable Fitparameter:  
 
A, A 
B, B 
Offset 
b) 
variable Fitparameter:  
 
A, B, Offset 
 
Festgelegte Fitparameter: 
 
A= 2600 ps 
B= 400 ps 
 
 
c) 
variable Fitparameter:  
 
A, B 
Festgelegte Fitparameter: 
 
A= 2600 ps 
B= 400 ps 
Offset=-4,7 cts 
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Um die Abhängigkeit der Anteile A und B vom pH-Wert zu erfassen, wird zu 
jedem pH-Wert der Abfall der Fluoreszenzintensität zehn mal jeweils 30 s 
aufgezeichnet. Zum Erstellen der Kalibrierfunktion wird zunächst kein 
Freiheitsgrad bei der Fitprozedur eingeschränkt, siehe Bild 31a). Damit werden 
die Lebensdauern A und B, die Gewichtungsfaktoren A und B und der Offset 
durch den Fitalgorithmus variiert. Die Lebenszeiten der kurz- und langlebigen 
Fluoreszenzspezies ändern sich mit dem pH-Wert und deren Anteil an der 
Fluoreszenz wird gegen diesen aufgetragen. Die Summe der Anteile von saurer 
und basischer Spezies ergibt stets 100%. Da jeder pH-Wert zehn Mal 
vermessen und ausgewertet wird, folgen Mittelwert und Standardabweichung 
für die Gewichtungsfaktoren A und B. Wie schon bei Acridin besitzt die 
Kalibrierfunktion im sauren Milieu, in dem auch die Änderung des Verhältnisses 
gering ausfällt, die kleinsten Fehlerbalken. Bei einem pH-Wert von 5,2 füllt die 
Größe der Fehlerbalken bereits 50% des gesamten Dynamikbereiches aus. 
Ausgefüllte Symbole ab pH 5,6 weisen darauf hin, dass ab diesen pH-Werten 
keine Bestimmung des Verhältnisses der Lebenszeitkomponenten mehr möglich 
ist.  
Eine erfolgreiche Modelldiskriminierung setzt einen möglichst weiten 
pH-Bereich voraus, daher ist es notwendig, die Sensitivität auf die in der 
Literatur angegebene pH-Spanne (Ryder et al., 2003) zu erweitern. Um den 
pH-sensitiven Bereich der Resorufin Kalibrierfunktion zu erhöhen, werden in 
einem neu konzipierten Auswerteverfahren die Lebenszeiten A und B in der 
Fitroutine fixiert und somit die Anzahl der Freiheitsgerade im Fit um zwei 
reduziert. Als fixierte Abfallszeiten im biexponentiellen Fit werden die 
Mittelwerte aus den im vorherigen Fit extrahierten Lebenszeiten als Konstanten 
eingesetzt. Die Lebenszeit der protonierten Spezies wird auf 400 ps gesetzt, die 
der basischen Komponente auf 2600 ps. Die Werte der fixierten Lebenszeiten 
stimmen mit den in Veröffentlichungen (Ryder et al., 2003) angegebenen 
Beträgen von 400 ps und 2500 ps - 3000 ps überein. Anschließend wird eine 
unter gleichen Bedingungen aufgenommene Messreihe mit den neuen 
Fitparametern ausgewertet. Das Ergebnis ist in Bild 31b) dargestellt. Die 
Einschränkung der Fitfreiheitsgrade durch eine Fixierung der Lebensdauern 
erweitert den pH-sensitiven Bereich, in dem die Verteilung der Amplituden 
noch differenzierbar ist, bis auf pH 6,2. Ab pH 6,5 kann unter Anwendung der 
soeben beschriebenen Fitprozedur keine Amplitudenverteilung mehr bestimmt 
werden und die Fluoreszenz stellt sich als monoexponentiellen Abfall dar.  
Um den gesamten in der Literatur angegebenen pH-sensitiven Bereich von 
Resorufin ausnutzen zu können, wird in der folgenden Fitroutine neben der 
zeitlichen Fixierung der Lebenszeiten auch eine Untergrundkorrektur 
vorgenommen. Zu diesem Zweck wird ein Offset bei allen Fits auf den Wert 
-4,7 counts fixiert und damit ein weiterer Fitfreiheitsgrad eingeschränkt. Die 
Grundlinienkorrektur in Bild 31c) erweitert den messbaren pH-Bereich bei einer 
Anregung mit 405 nm bis auf pH 6,8 und reduziert nochmals den Betrag der 
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pH-abhängigen Standardabweichungen der Kalibrierfunktion. Bild 32 zeigt die 
typische Form einer Titrationskurve mit einem Umschlagspunkt (pK-Wert) von 
ungefähr 5,6, in der basische oder saure Spezies des pH-Indikators Resorufin 
annäherungsweise 1,5 pH-Einheiten über- und unterhalb des pK-Wertes in 
reiner Form vorliegen. Neben der reinen Lösung wird bei der optimierten 
Kalibrierkurve auch der Einfluss der Gelmatrix auf den Dynamikbereich 
untersucht. Zu diesem Zweck wird das Verhältnis der Anteile von kurz- und 
langlebiger Spezies in mit Farbstofflösung äquilibrierten Beads ebenfalls 
bestimmt und aufgetragen und mit den entsprechenden Messungen in Lösung 
verglichen, siehe Bild 32. 
Bild 32 
Untersuchung des 
Einflusses der 
Gelmatrix auf die 
Kalibrierfunktion. 
 
 
 
Das Ansteigen des experimentellen Fehlers bei höheren pH-Werten ist unter 
Anderem in der unterschiedlichen Fluoreszenzintensität der dissozierenden 
Spezies von Resorufin begründet. Beim Übergang ins basische Milieu dominiert 
das Anion die Fluoreszenz, was zu Abklingkurven mit geringeren absoluten 
Photonenzahlen führt. Trotzdem liefert Resorufin aufgrund der geringen 
Ausmaße der Fehlerbalken von 0,3% bis 3% die Möglichkeit, eine stabile 
Kalibrierfunktion zu erstellen, und erlaubt somit die reproduzierbare Messung 
dynamischer Vorgänge. Die Mikroumgebung der Gelmatrix schränkt den 
Dynamikbereich der Kalibrierung nur unwesentlich ein. Lediglich bei pH 6,2 
und pH 6,5 treten signifikante Abweichungen zu den 
Komponentenverhältnissen des in Lösung vermessenen Resorufins auf. 
4.2.4 Evaluierung der Kalibrierfunktionen von Acridin und Resorufin 
Nach Aufnahme beider Kalibrierfunktionen müssen diese hinsichtlich ihrer 
Genauigkeit bei der dynamischen pH-Bestimmung untersucht werden. Um die 
Genauigkeit der pH-Wert Bestimmung quantifizieren zu können, werden beide 
Kalibrierfunktionen zwischen den Stützpunkten linear interpoliert und im 
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Anschluss wird die Größe der Fehlerbalken auf die interpolierten Verläufe 
zwischen den einzelnen Stützpunkten projiziert und das Unsicherheitsintervall 
des pH-Wertes ermittelt. Aus dem in Bild 33 gezeigten Ergebnis geht hervor, 
dass es unter Verwendung des Indikatorfarbstoffes Resorufin möglich ist, 
zwischen pH 4,7 und pH 6,5 pH-Werte mit einer Genauigkeit von pH=0,1 zu 
bestimmen. Zwischen pH 3,8 und pH 4,7 kann immer noch mit einer 
Messunsicherheit von pH 0,2 gemessen werden. Im Bereich der größten 
Steigungen können die pH-Werte mit der geringsten Messunsicherheit 
quantifiziert werden. Bei Acridin fallen die Fehlerbalken zwar insgesamt 
niedriger aus, jedoch ist auch die Steigung der Interpolationsgeraden zwischen 
den Stützpunkten geringer. Daher erlaubt Acridin lediglich zwischen pH 6,8 
und pH 7,1 eine pH-Bestimmung mit einer Genauigkeit unter pH 0,1. 
Bild 33 Vergleich der 
Messunsicherheit der 
bei der optischen 
pH-Bestimmung 
zwischen Acridin 
und Resorufin.  
 
 
 
Aus Bild 33 folgt, dass sich Resorufin mit systematisch optimierten 
Fitparametern hinsichtlich Messunsicherheit, Dynamikbereich und pH-Spanne 
gegenüber Acridin für die Aufnahme einer Kalibrierfunktion besser eignet. Die 
Messung der zeitlichen Entwicklung des pH-Wertes bei der Diffusion von 
Propionsäure in Kalzium-Alginathydrogelbeads erfolgt daher im Weiteren 
entsprechend den Evaluierungsvorgaben unter Verwendung des 
Indikatorfarbstoffs Resorufin.  
4.2.5 Quantifizierung der Propionsäurediffusion 
Nachdem ein Farbstoff mit adäquatem Dynamikbereich gefunden werden 
konnte, erfolgt die Quantifizierung der Eindiffusion von Propionsäure. Der 
experimentelle Aufbau erlaubt ein schnelles Screening der pH-Entwicklung in 
Hydrogelbeads. Die Gesamtdauer der Messungen beträgt gemäß den 
physikalischen Vorgaben des Diffusionssystems 400 sec und wird in 
Beobachtungszyklen je 1 sec unterteilt. Die Kalzium-Alginatbeads äquilibrieren 
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vor Messbeginn in 50 mM Tris Puffer, der zur Stabilisierung der Beads 
zusätzlich mit 2% CaCl2 versetzt ist. Als pH-Lebenszeitindikator wird der 
Lösung zusätzlich 500 μM Resorufin zugeführt. Die Zugabe der 100 mM 
Propionsäure legt den Beginn der Aufzeichnung fest. 
Bild 34 Rohdaten 
des pH-getönten 
Diffusionverlaufs bei 
der Eindiffusion von 
Propionsäure in 
Alginathydrogele. 
Anteile der 
protonierten Spezies 
an der 
Resorufinfluoreszenz
gewonnen aus 
biexponetiell 
angefitteten 
Rohdaten. Die 
Messung erfolgt im 
Kugelmittelpunkt. 
 
 
 
Eine Darstellung der zeitlichen Entwicklung des Anteils der protonierten Spezies 
aus biexponentiell angefitteten Rohdaten ist in Bild 34 gezeigt. Der Anteil der 
sauren Komponente ist zu Beginn der Messung gering, steigt nach einer 
anfänglichen Zeitverzögerung jedoch stark an, erreicht nach 150 sec ihren 
Maximalwert und fällt anschließend marginal ab. Der Anstieg des Anteils der 
sauren Spezies folgt direkt aus der Diffusion der Propionsäure, die den pH-Wert 
im Hydrogel vermindert. Da die Messung im Kugelmittelpunkt durchgeführt 
wird, ist die Abnahme des pH-Wertes mit einer zeitlichen Verzögerung zu 
beobachten. Die Diffusionsfront der Propionsäure benötigt eine gewisse 
Zeitspanne, bis sie den im Beadzentrum positionierten Laserfokus erreichen. Die 
zeitaufgelösten Verläufe des Anteils der protonierten bzw. deprotonierten 
Komponente am gesamten Fluoreszenzsignal werden auf die in Kapitel 4.2.3 
vorgestellte Kalibrierfunktion projiziert, um eine pH-aufgelöste Zeitentwicklung 
zu erhalten. Die Kalibrierfunktion der protonierten Komponente A in Bild 32 
fällt mit ansteigendem pH-Wert ab. Die Kalibrierfunktion weist jedoch bei 
pH 5,5 eine Unregelmäßigkeit auf. Bei der Projizierung auf die Kalibrierfunktion 
wird dieser Bereich linear interpoliert, um Sprünge im pH-Verlauf zu vermeiden.  
Das Ergebnis der zeitaufgelösten Entwicklung des pH-Wertes von 16 
gemittelten Alginatbeads in Bild 35b) macht den Abfall des pH-Wertes durch 
die diffusionsbedingte Erhöhung der Propionsäurekonzentration sichtbar. In 
Bild 35a)  sind die simulierten Modellvorhersagen für die Verläufe nach 
Fick’scher und Nernst-Planck’scher Diffusion eingezeichnet. Bei Vorliegen einer 
Diffusion nach Nernst Planck fällt der pH-Wert im Zentrum der Beads mit 
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Eintreffen der Diffusionsfront bei einer Verzögerungszeit von ungefähr 40 sec 
ab. Letztendlich relaxiert das System bei pH 3,9 ins thermodynamische 
Gleichgewicht mit der Umgebungslösung. Ein Vergleich der simulierten 
Verlaufskurven nach Fick und Nernst-Planck unter Applikation einer wässrigen 
Reservoirlösung zeigt, dass unter Verwendung einer wässrigen Bulkphase die 
Diffusion dissoziierender Propionsäure in Alginathydrogelen dem Nernst-Planck 
Gesetz folgt. Die Messung des zeitaufgelösten Verlaufs der pH-getönten 
Propionsäurediffusion ermöglicht eine Modelldiskriminierung 
(Spiess et al., 2008).  
Bild 35 
Zeitaufgelöster 
pH-Verlauf bei der 
Diffusion von 
Propionsäure in 
Kalzium-Alginat-
hydrogele im 
Kugelmittelpunkt.     
a) Simulierte 
Verläufe von 
Fick`scher und 
Nernst-Planck`scher 
Diffusion.  
b) Vergleich mit 
Messdaten  
 
a) 
b) 
 
 
 
 5 Multiphotonenmikroskopie im örtlich verteilten Reaktionssystem 
Benzaldehydlyase  
5.1 Diffusion in -Carrageenanbeads 
Die intrinsische Fluoreszenz der Reaktanden 3,5-Dimethoxybenzaldehyd 
(DMBA) und (R)-3,3',5,5'-Tetramethoxybenzoin (TMB) eignet sich für eine 
direkte Bestimmung der zeitaufgelösten Diffusionsverläufe über einen 
Multiphotonenmessansatz. Da Alginatbeads eine inhomogene Dichteverteilung 
aufweisen (Heinemann 2005), wird in den folgenden Versuchsreihen 
-Carrageenan als Gelmatrix gewählt. Wie in Kapitel 3.4.1.2 beschrieben, 
werden Carrageenankugeln durch Kältegelierung hergestellt und besitzen 
somit eine homogene Massenverteilung. Da das Reaktionsprodukt TMB 
kommerziell nicht erhältlich ist, wurde es zuvor mit Hilfe der BAL aus DMBA 
synthetisiert, was zu Verunreinigungen und damit zu Messunsicherheiten führt. 
Ziel des multiphotonenbasierten Ansatzes ist eine präzise zeitaufgelöste 
Quantifizierung der Diffusionsverläufe von Edukt- (DMBA) und 
Produktkonzentrationen (TMB) im Mittelpunkt der Immobilisate. Eine 
Sensitivitätsanalyse legte offen, dass zur direkten Bestimmung des 
Diffusionsverlaufs fluoreszierender Reaktanden eine Messung im Mittelpunkt 
die optimale Strategie darstellt (Zavrel et al., 2009). 
5.1.1 Fluoreszenzspektroskopische Charakterisierung von 3,5-Dimethoxybenzaldehyd 
und (R)-3,3',5,5'-Tetramethoxybenzoin  
Für die Ermittlung von Lage und Intensität der Fluoreszenzbanden, werden die 
Anregungs- und Emissionsspektren von DMBA und TMB mit einem 
Fluoreszenzspektrometer LS55 (Perkin Elmer, Waltheim, USA) bestimmt. 
Dadurch können die optimalen Anregungs- und Detektionswellenlängen für die 
Multiphotonenfluoreszenz gefunden werden.  
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Bild 36 Anregungs- 
und 
Emissionspektrum 
von DMBA, det = 
Detektions-
wellenlänge bei der 
Aufnahme des 
Anregungs-
spektrums, an = 
Anregungs-
wellenlänge bei der 
Aufnahme des 
Emissionsspektrums. 
 
 
 
Da Cosolvenzien, Puffer und Lösungsmittelzusätze die quantenmechanischen 
Absorptions- und Emissionseigenschaften der fluoreszierenden Moleküle 
verändern, werden die vermessenen Lösungen in gleicher Form bereitgestellt, in 
der sie auch in den anschließenden Experimenten verwendet werden. In Bild 36 
ist deutlich zu erkennen, dass DMBA ein Maximum im Anregungsspektrum bei 
350 nm aufweist. Bei einem Fluoreszenzanregungsspektrum handelt es sich im 
Idealfall um das Absorptionsspektrum des Fluorophors. Das Maximum der 
emittierten Fluoreszenz liegt bei einer Wellenlänge von 470 nm. Die gesamte 
spektrale Breite der Fluoreszenzemission beträgt ungefähr 100 nm.  
Bild 37 veranschaulicht Lage und Intensität des Anregungs- und 
Emissionsspektrums von TMB. Im Anregungsspektrum ist ein Maximum bei 
367 nm zu erkennen. Die Flanken fallen rechts und links des Maximums steil 
ab. Bei der Emission der Fluoreszenz verhält es sich mit der spektralen Situation 
ähnlich. Das Emissionsspektrum des Produkts TMB besitzt ein Maximum 
zwischen 410 nm und 430 nm mit zu beiden Seiten steil abfallenden Flanken. 
Damit unterscheidet es sich deutlich von dem Emissionsspektrum des Substrats, 
welches sich über einen weiten Spektralbereich erstreckt. Aus Bild 37 geht 
ebenfalls hervor, dass die fluorophore Gruppe des TMB über einen deutlich 
geringeren Anregungswirkungsquerschnitt als DMBA verfügt. Dies wird durch 
die niedrigeren absoluten Intensitäten in den Spektren verdeutlicht. Bei 
Untersuchungen zum Quenchingverhalten im reaktiven Gesamtsystem wird auf 
die Anregungs- und Abstrahlcharakteristika der Reaktanden nochmals näher 
eingegangen, siehe Kapitel 5.3.2. 
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Bild 37 Anregungs- 
und 
Emissionspektrum 
von TMB, det = 
Detektions-
wellenlänge bei der 
Aufnahme des 
Anregungs-
spektrums, an = 
Anregungs-
wellenlänge bei der 
Aufnahme des 
Emissionsspektrums. 
 
 
 
Zunächst aber erlaubt die Kenntnis des Anregungsspektrums die Wahl einer 
optimalen Anregungswellenlänge, die sowohl die spektralen Eigenschaften der 
Einkoppeloptik (dichroitischer Spiegel 715 nm (DS in Bild 19)) am Mikroskop, 
als auch Absorptionsbanden der Reaktanden berücksichtigt. Mit Hilfe des 
Emissionsspektrums werden passende Filtersätze für die spektrale Detektion der 
Fluoreszenz ausgewählt.  
5.1.2 Vorbemerkungen zur Bestimmung von 3,5-Dimethoxybenzaldehyd 
Diffusionsverläufen 
Um den zeitlichen Diffusionsverlauf des Substrats DMBA im Beadzentrum zu 
verfolgen, muss der Laserfokus bewegungslos im Beadzentrum positioniert 
werden. Darum wird ein Mikroskopmodus gewählt, in dem die Scannerspiegel 
an einer frei wählbaren Position fixiert werden. Somit wird eine gleichbleibende 
Lage des Laserfokus in der Kugelmitte der Hydrogelmatrices über die Dauer der 
gesamten Messung gewährleistet. Die Messungen werden mit einem Leica 
Objektiv mit einer numerischen Apertur (NA) von 0,3 realisiert. Die räumliche 
Ausdehnung der Polymerkugeln mit einem Radius von 1,3 mm bedingt die 
Verwendung eines Objektivs mit großem Arbeitsabstand und niedriger NA. Die 
mittlere Leistung Pm im Fokus des Objektivs beträgt 120 mW. Über den PMT 
werden einzelne Photonen detektiert, die durch eine Zählelektronik definierten 
Integrationsfenstern zugeordnet werden. Die gesamte Messdauer von 2000 sec 
unterteilt sich in 400 Messzyklen mit einer zeitlichen Auflösung von 5 sec je 
Intervall. Aufgrund der Kürze der Messzeit können Verdunstungseffekte der 
wässrigen Lösung vernachlässigt werden. Die Verläufe der Diffusion in 
wässriger Umgebung werden in 96 Well (Greiner Bio- one GmbH, Solingen, 
Deutschland) Mikrotiterplatten verfolgt. Die Dicke des Glasbodens der 
Mikrotiterplatten beträgt laut Hersteller 170 μm. Um die prinzipielle Macharbeit 
der Messmethode zu verifizieren, werden Carrageenanbeads, die in reiner 
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Pufferlösung ohne DMBA-Zusatz lagerten, auf dem konisch zulaufenden 
Dreibein fixiert. Die Applikation der wässrigen DMBA Lösung startet die 
jeweilige Messung. Zu Messbeginn wird die genaue Lage der Kugel auf dem 
Probenhalter lichtmikroskopisch überprüft und gegebenenfalls nachgebessert. 
Kugeln, die offensichtlich Inhomogenitäten, Risse oder Einschlüsse aufweisen, 
werden aussortiert. Nach Ende des gesamten Messintervalls wird ein weiteres 
Mal die Position der Beads in der Kavität überprüft. Im Falle einer gegenüber 
dem Messbeginn unveränderten Lage werden die Gelkugeln in Pufferlösung 
aufbewahrt und deren Rundheit in einem nachfolgendem Schritt vermessen 
(Buthe et al., 2005, Spiess et al., 2008). 
Bild 38 Beispiel für 
die Beobachtung der 
Diffusion von DMBA 
in eine 
Hydrogelkugel. Die 
Messung der 
Multiphotonen-
fluoreszenz erfolgt 
im Kugelmittelpunkt. 
Aufgetragen ist nur 
jeder fünfte 
Messpunkt. Die 
Anregungs-
wellenlänge des 
Lasers beträgt 
723 nm, die mittlere 
Leistung beträgt 
120 mW. 
 
 
Die Applikation von 300 μL wässriger DMBA Lösung verschiedener 
Konzentrationen startet das dynamische Experiment. Die in die Beads 
eindiffundierende DMBA Lösung enthält 50 mM KH2PO4/K2HPO4 Puffer mit 
einem pH-Wert von 8,5 und ist zur Verbesserung der Substratlöslichkeit mit 
25% (v/v) DMF versehen. 
In Bild 38 ist der Intensitätsverlauf als Funktion der Zeit im Kugelmittelpunkt 
dargestellt. Die Abbildung beschreibt den Konzentrationsausgleich im 
Mittelpunkt des Hydrogels. Da es sich bei Benzaldehyden um ungeladene 
Teilchen handelt, beschreibt das Ficksche Gesetz in erster Näherung 
5.1 
 
 
x
c
DJ iii 
  
den Abbau der Konzentrationsunterschiede. Die Teilchenstromdichte 
J (mol m-2 s-1) ist proportional zum Konzentrationsgradienten c / x  (mol m-4) 
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entgegen der Diffusionsrichtung. Die Proportionalitätskonstante ist der 
Diffusionskoeffizient D (m²s-1). In Bild 38 ist zu erkennen, dass der 
Konzentrationsunterschied umso langsamer abgebaut wird, je mehr der 
Konzentrationsgradient mit voranschreitender Zeit abfällt, bis das 
Diffusionssystem schließlich ins thermodynamische Gleichgewicht der 
vollständigen Durchmischung relaxiert. Aus Gründen der Übersichtlichkeit ist 
nur jeder fünfte Messpunkt gezeigt. Die Glattheit der Verlaufskurven in Bild 38 
veranschaulicht die Anwendbarkeit der Methode auf die Bestimmung 
kinetischer Verlaufskurven fluoreszierender Reaktanden in Polymermatrices. 
5.1.3 3,5-Dimethoxybenzaldehyd Diffusionsverläufe in Konzentrationsdarstellung 
Um die Genauigkeit des Messsystems für kalibrierte Diffusionsmessreihen zu 
charakterisieren, wird die Wiederholpräzision des experimentellen Aufbaus 
bestimmt. Hierzu wird in die Kavität einer Mikrotiterplatte DMBA Lösung 
verschiedener Konzentration appliziert. DMBA wird in 50 mM KH2PO4/K2HPO4 
Puffer mit einem pH-Wert von 8,5 gelöst und ist zur Verbesserung der 
Substratlöslichkeit zusätzlich mit 25% (v/v) DMF versehen. 
Bild 39 Bestimmung 
der 
Wiederholpräzision 
des Messsystems. 
Zur Bestimmung der 
Wiederholpräzision 
der Messanordnung 
wird homogen 
gelöstes DMBA in 
wässrigem Puffer 
vermessen. Für 
verschiedene 
Konzentrationen 
werden jeweils 12 
Intervalle a 5 sec an 
der gleichen Position 
gemessen. Die 
mittlere Leistung der 
anregenden 
Strahlung beträgt 
Pm= 120 mW 
 
 
 
Die Messungen zur Bestimmung der Wiederholpräzision des apparativen 
Aufbaus werden aus Gründen der Vergleichbarkeit mit den 
Hardwareeinstellungen realisiert, die auch bei der Aufnahme der 
Kalibriergeraden und im dynamischen Diffusionsexperiment verwendet werden. 
Der anregende Laserstrahl wird durch das Objektiv in die Mitte einer mit 
Lösung gefüllten Kavität der Mikrotiterplatte fokussiert und regt dort an einer 
definierten Position die Fluoreszenz des Substrats an. Das Integrationsfenster 
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zum Photonenzählen beträgt 5 sec, wobei die Intensitätsraten jeder 
Konzentration in 12 Messperioden am selben Messort aufgezeichnet werden. 
Bild 39 zeigt konzentrationsunabhängige relative Standardabweichungen von 
unter 2% bei den Intensitätsmessungen. Die Standardabweichungen beruhen 
einerseits auf dem statistischen Prozess der Fluoreszenzabstrahlung und sind 
zusätzlich von Schwankungen der Laserleitung überlagert. Des Weiteren 
veranschaulicht der Verlauf der Regressionsgeraden in Bild 39, dass die 
Intensität der Substratfluoreszenz linear mit der Konzentration zunimmt. Das 
Bestimmtheitsmaß der linearen Regression beträgt R² = 0.999. 
Aus der Nullprobe der Kalibriergeraden wird die Nachweisgrenze bestimmt. Die 
Schnellschätzung der Nachweisgrenze CLOD erfolgt nach dem 3-Verfahren. 
Hierbei wird der Quotient aus der dreifachen Standardabweichung  der 
Nullprobe und der Steigung m der Kalibriergeraden ermittelt, siehe DIN 32645 
(Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze).  
5.2 
 
 
LODCm
3  
Die Schnellschätzung der Nachweisgrenze bei einer Standardabweichung der 
Nullprobe s = 1,881 mM-1 und der Geradensteigung m = 80,586 mM-1 führt zu 
einem Wert CLOD = 0,07 mM. Die Verlaufskurven werden mit Beads deutlich 
höherer Konzentrationen zwischen 15 mM und 25 mM aufgezeichnet. Die 
geringe Nachweisgrenze gilt nur im Falle einer Messung in homogener Lösung. 
Im Experiment an Beads beeinflussen weitere Parameter wie Verunreinigungen 
oder Kugelinhomogenitäten die Genauigkeit der Messmethode. 
Bild 40 zeigt den im Kugelmittelpunkt verschiedener Carrageenanbeads 
aufgezeichneten Diffusionsverlauf für zwei Konzentrationen. Exemplarisch 
werden für jede gemessene Konzentration die Verlaufskurven dreier 
verschiedener Polymerbeads gezeigt. Es wird nur jeder zehnte Messpunkt 
dargestellt, um die Lesbarkeit der Grafik zu erhöhen. Der nicht deckungsgleiche 
Verlauf der 20 mM in Kugel 2 ist auf die Heterogenität der Hydrogelbeads 
zurückzuführen. Im Mittel ergeben sich im Beispiel der Diffusion von 20 mM 
DMBA Lösung mittlere Abweichungen von 7%, im Falle einer 25 mM DMBA 
Lösung ergeben sich mittlere Abweichungen von 3%. Die 
Diffusionsgeschwindigkeit fällt auch beim Einsatz verschiedener Gelkugeln mit 
geringer werdendem Konzentrationsgradienten ab, bis das System nach 
2000 sec in ein Gleichgewicht relaxiert.  
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Bild 40 
Diffusionsverlauf von 
DMBA im 
Kugelmittelpunkt. 
Aus Gründen der 
Übersichtlichkeit ist 
nur jeder zehnte 
aufgenommene 
Messpunkt 
dargestellt. 
 
 
Um die reinen Intensitätsrohdaten in Konzentrationen umrechnen zu können, 
muss eine Kalibrierfunktion ermittelt werden. Zu diesem Zweck werden 
Carrageenanbeads in wässriger DMBA Lösung unterschiedlicher 
Konzentrationen äquilibriert. DMBA in gewünschter Konzentration wird in 
50 mM KH2PO4/K2HPO4 Puffer mit einem pH-Wert von 8,5 gelöst und ist zur 
Verbesserung der Substratlöslichkeit zusätzlich mit 25% (v/v) DMF versehen.  
Der Messort ist wie im dynamischen Experiment der Kugelmittelpunkt. Um 
ebenfalls die Ungleichheit verschiedener Polymerbeads statistisch zu erfassen, 
werden pro DMBA Konzentration die Intensitäten von jeweils 10 Kugeln 
gemittelt. Die Messdauer beträgt für jede Kugel 60 sec und unterteilt sich in 12 
Intervalle je 5 sec. In Bild 41 sind Intensitätswerte gegen die Konzentrationen 
äquilibrierter Beads aufgetragen. Die Standardabweichungen werden aus 
jeweils 12 Einzelmessungen an 10 verschiedenen Kugeln ermittelt, so dass die 
Kugelinhomogenitäten in die Fehlerbetrachtung mit eingehen. Trotz der 
teilweise hohen Standardabweichung von bis zu 20% kann ein 
Bestimmtheitsmaß R²=0,986 in der Kalibriergeraden erzielt werden. Die Größe 
der absoluten Standardabweichung einzelner Konzentrationen ist offenbar eine 
Folge der Variabilität der Gelbeads.  
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Bild 41 
Kalibriergerade für 
die Konzentrations-
bestimmung von 
DMBA. Aufgetragen 
sind die Mittelwerte 
aus Messungen an 
10 verschiedenen 
Beads im 
Kugelmittelpunkt. 
Das 
Bestimmheitsmaß 
der Kalibriergerade 
beträgt R²=0,986. 
Um eine bessere 
Statistik zu erhalten, 
werden die 
Konzentrationen in 
mehreren Beads 
gemessen. 
 
 
 
Dies wird deutlich, wenn die Ergebnisse mit der Messung der 
Wiederholpräzision in wässriger Lösung verglichen werden. Die 
Standardabweichung der Intensitätsmessung homogener DMBA Lösungen 
gleicher Konzentrationen in Bild 39 ist wesentlich geringer, als die 
Standardabweichung der Messungen an einer Kugelschar. Somit stellt die hohe 
Standardabweichung der Kalibriergeraden keinen systematischen Fehler in der 
experimentellen Durchführung dar, sondern ist lediglich Beadinhomogenitäten 
verschuldet. Die Rohdaten der Diffusionsverlaufskurven aus Bild 40 werden auf 
die in Bild 41 gezeigte Regressionsgerade projiziert. Die Projektion liefert den 
zeitlichen Verlauf der DMBA Konzentration im Kugelmittelpunkt. In Bild 42 sind 
die kalibrierten Verlaufskurven der im Kugelmittelpunkt gemessenen DMBA 
Diffusion als Funktion der Zeit zu sehen. Aus Darstellungsgründen ist wieder 
nur jeder zehnte Messpunkt aufgetragen. Die zeitliche Auflösung von 5 sec 
liefert eine ausreichende Anzahl von Photonen pro Messintervall, um glatte und 
kontinuierlich verlaufende Trajektorien aufzuzeichnen. Darüber hinaus erlaubt 
die exzellente zeitliche Auflösung in einem nachfolgenden Schritt die 
Parameterschätzung und die Bestimmung der Diffusionkonstante D aus den 
Verlaufskurven (Zavrel et al., 2009). Aufgrund des linearen Charakters der 
Kalibrierfunktion ergeben sich bei Auftragung in der Konzentrationsdarstellung 
des Diffusionsverlaufs keine qualitativen Änderungen in den Graphen. Da die 
Polymerbeads ein durchschnittliches Volumen von  
5.3 
 
 
µL 14,1 =
3
4  3BeadBead rV   
ausfüllen und das Bulkvolumen 300 μL beträgt (Volumenverhältnis 
Bead : Bulk=1:21,2), wird beim diffusionsgetriebenen Konzentrationsausgleich 
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aufgrund der Verdünnung die in der Bulklösung vorherrschende Konzentration 
im Bead nicht vollständig erreicht. Die recht großen Abweichungen von der 
Endkonzentration von bis zu 25% bei den 20 mM Verlaufskurven sind jedoch 
vermutlich einer ungenauen Startkonzentration der Reservoirlösung anzulasten.  
Bild 42 Kalibrierte 
Diffusionsverläufe. 
Aufgetragen ist die 
DMBA 
Konzentration im 
Kugelmittelpunkt 
gegen die Zeit. 
 
 
Um Aussagen über die Güte der Messergebnisse zu treffen, werden die 
Konzentrationsmessungen mit den Vorhersagen aus modellierten Verläufen 
verglichen. Die Modelle werden hierzu zunächst an die Messdaten unter 
Berücksichtigung von Startzeitpunkt, Startkonzentration und Rundheit der 
einzelnen Beads angepasst (Zavrel et al., 2009). Exemplarisch sei die Anpassung 
an eine Verlaufskurve der DMBA Diffusion mit zugehörigen absoluten Residuen 
in Bild 43 vorgestellt.  
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Bild 43 
Anpassungsergebnis 
einer wässrigen 
DMBA Diffusion bei 
einer 
Bulkkonzentration 
von 25 mM (Zavrel 
2009). 
 
 
 
Die Modellvorhersage und die im Kugelmittelpunkt gemessene Diffusion 
verlaufen quasi deckungsgleich. Die prozentuale Abweichung des modellierten 
Verlaufs von den gemessenen Werten ist im oberen linken Teil des Graphen 
dargestellt. Die Abweichung ist zu Beginn der Messung am stärksten 
ausgeprägt. 
Bild 44 
Visualisierung der 
Radienverhältnisse 
nicht ideal 
sphärischer Beads.  
 
 
Der Grund hierfür findet sich in der nicht ideal sphärischen Geometrie der 
Beads. Die Radien der Kugeln in x-und y- Richtung (rmin und rmax) sind nicht 
identisch, so dass die Gelkugel die Form eines Rotationsellipsoiden besitzt. Bild 
44 illustriert ein Hydrogelbead mit variierenden Radien in den beiden 
Raumrichtungen. Die verschiedenen Radien bedingen eine nicht gleichförmige 
Eindiffusion der DMBA Lösung in das Hydrogel. Dieser Effekt zeigt daher den 
größten Einfluss auf den Diffusionsverlauf zu Messbeginn, und wird im 
thermodynamischen Gleichgewicht vernachlässigbar. Daher ist die absolute 
Abweichung des gemessenen Verlaufs von der Modellvorhersage nach 400 sec 
mit 1,5% maximal. Die zeitaufgelöste Bestimmung von Verlaufskurven im 
Kugelmittelpunkt ermöglicht erstmals eine Schätzung des effektiven DMBA 
Diffusionskoeffizienten in -Carrageenan Hydrogelen. Die aus den Messdaten 
abgeleiteten effektiven DMBA Diffusionskoeffizienten konnten zu 
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geschätzt werden (Zavrel, 2009). 
5.1.4 Diffusion (R)-3,3',5,5'-Tetramethoxybenzoin 
Die Vorgehensweise bei der Generierung der im folgenden Unterkapitel 
vorgestellten Ergebnisse unterscheidet sich zu der in Kapitel 5.1.2 lediglich 
durch eine längere Messzeit von 540 Intervallen je 5 sec. Die gesamte Dauer 
einer Diffusionsmessung beträgt somit 2700 sec. Das größere Molekülvolumen 
von TMB führt zu einem geringeren Diffusionskoeffizienten und damit zu einer 
längeren Dauer des diffusionsgetriebenen Konzentrationsausgleichs. Die zur 
Anregung der Fluoreszenz eingestrahlte mittlere Leistung beträgt 245 mW. 
Trotz der im Gegensatz zur DMBA Messung deutlich erhöhten mittleren 
Leistung werden nur geringe Intensitätswerte erzielt. Dies ist durch den 
niedrigeren quantenmechanischen Absorptionswirkungsquerschnitt des 
Reaktionsproduktes TMB begründet.  
Bild 45 
Intensitätsverlauf bei 
der Eindiffusion von 
TMB in -
Carrageenan 
Hydrogelbeads, 
aufgezeichnet im 
Beadzentrum. 
 
 
Aus den in Bild 45 dargestellten Messergebnissen geht hervor, dass die 
Verhältnisse der nominalen TMB Konzentrationen von 1 mM, 2 mM und 3 mM 
von 33%, 50% und 66% sehr gut mit den Verhältnissen der Intensitäten bei 
Messende von 33%, 54% und 62% übereinstimmen. Um eine 
Konzentrationsdarstellung des TMB Diffusionsverlaufs zu erhalten, wird wieder 
eine Kalibrierung vorgenommen. Hierzu werden die Intensitäten von jeweils 
zehn äquilibrierten Beads unterschiedlicher TMB Konzentrationen im 
Kugelmittelpunkt vermessen. TMB wird zunächst in reinem DMF gelöst und 
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anschließend mit wässriger Pufferlösung aufgefüllt, bis die gewünschte 
Endkonzentration erreicht ist. Aufgrund der geringen Löslichkeit von TMB im 
wässrigen Milieu werden die in reinem Puffer gelagerten Beads erst kurz vor 
Messbeginn in frisch angesetzter TMB Pufferlösung äquilibriert. Dadurch wird 
das Ausmaß des Ausfallens von TMB in den wässrigen Hydrogelkugeln effektiv 
minimiert. Die zeitversetzte Äquilibrierung verhindert wirkungsvoll ein Ausfällen 
und stellt gleiche Konzentrationen bei allen Messungen sicher. Das Ergebnis der 
Kalibrierung ist in Bild 46 dargestellt. Die Ausdehnung der Fehlerbalken ist 
wiederum auf die Verschiedenheit einzelner Beads zurückzuführen. Die mittlere 
Laserleistung im Fokus beträgt P = 245 mW. Die Beads werden im Mittelpunkt 
für 60 sec in 12 Integrationsintervallen je 5 sec vermessen. Die 
Standardabweichungen werden aus jeweils 12 Einzelmessungen an 10 
verschiedenen Kugeln ermittelt, so dass die Kugelinhomogenitäten in die 
Fehlerbetrachtung mit eingehen. Das Bestimmtheitsmaß der Kalibriergeraden 
beträgt R² = 0,99.  
Bild 46 
Kalibriergerade für 
die Konzentrations-
bestimmung. 
Aufgetragen sind die 
Mittelwerte aus 
Messungen an 10 
verschiedenen Beads 
im Kugelmittelpunkt. 
Das 
Bestimmheitsmaß 
der Kalibriergerade 
beträgt R²=0,999. 
Um eine bessere 
Statistik zu erhalten 
werden die 
Konzentrationen in 
mehreren Beads 
gemessen.  
 
 
Durch Inhomogenitäten in der Geldichte der Polymermatrix treten starke 
Abweichungen in den Intensitäten einzelner Messungen auf. Typische 
Diffusionsaufnahmen verschiedener Beads mit gleicher TMB Konzentration im 
Bulkvolumen sind exemplarisch in Bild 47 gezeigt. Qualitativ verlaufen die 
Kurven ähnlich, jedoch führen Dichteunterschiede und Einschlüsse zu mittleren 
Intensitätsabweichungen von 14%, die zum Ende der Messungen ihr 
maximales Ausmaß von bis zu 24% erreichen. Aufgrund der Linearität der 
Kalibrierung 
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Bild 47 Darstellung 
der Variationsbreite 
der 
Diffusionsverläufe 
durch uneinheitliche 
Gelbeads. 
 
 
gelten die prozentualen Abweichungen entsprechend auch für die  
Konzentrationsdarstellungen. 
Um für die Kalibration möglichst nur einheitliche Kugeln zu verwenden, werden 
stark vom Mittelwert abweichende Messungen als Ausreißer entfernt und nicht 
für die Erstellung kalibrierter Daten eingesetzt. In Bild 48 sind die auf die 
Kalibrierkurve projizierten Diffusionsverläufe von TMB dargestellt. Qualitativ 
ändert sich der Verlauf aufgrund der linearen Kalibrierfunktion nicht mehr. Der 
Konzentrationsauftragung ist allerdings zu entnehmen, dass die Konzentration 
der Umgebungslösung von der im Kugelmittelpunkt gemessenen 
Konzentration abweichen kann. Aufgrund des endlichen Bulkvolumens von 
300 μL kann die TMB Konzentration der Beads im thermodynamischen 
Gleichgewicht nicht die TMB Konzentration der applizierten Reservoirlösung 
erreichen. Das Gleichgewicht stellt allerdings erst nach einer Messdauer von 
2700 sec ein. 
Bild 48 Kalibrierte 
Verläufe der TMB 
Diffusion. Nach 
Zugabe der 
Bulklösung mit den 
Konzentrationen 
1 mM, 2 mM und 
3 mM beginnt der 
Konzentrations-
ausgleich, der im 
Beadzentrum 
aufgezeichnet wird. 
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Auch bei der Eindiffusion der im Vergleich zu DMBA Molekülen größeren TMB 
Moleküle mit geringeren Diffusionskoeffizienten können quasikontinuierliche 
Verlaufskurven mit geringen Konzentrationsstreuungen aufgezeichnet werden. 
Es konnten somit erstmals Diffusionsverläufe im Mittelpunkt von Carrageenan 
Hydrogelbeads mit einem multiphotonenfluoreszenzbasierten Ansatz verfolgt 
werden. Aufgrund der erhöhten Sensitivität der Diskriminierbarkeit im 
Kugelmittelpunkt, ermöglicht die zeitliche Auflösung von 5 sec je Messintervall 
eine genaue Schätzung des Diffusionskoeffizienten  (Zavrel, 2009). 
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5.2 Diffusion und Stofftransport über die Phasengrenze mit -Carrageenanbeads 
Im vorhergehenden Kapitel wurden Diffusionsverläufe in wässriger Phase mit 
einer zeitlichen Auflösung von 5 sec im Kugelmittelpunkt aufgezeichnet. In 
diesen Untersuchungen wurde eine wässrige Bulklösung gewählt, so dass kein 
Konzentrationsunterschied zwischen einer wässrigen und organischen Phase 
beachtet werden muss. Nachdem aus gemessenen Konzentrationsverläufen 
Diffusionskoeffizienten von Edukt und Produkt mit einer Standardabweichung 
unter 1% geschätzt werden konnten (Zavrel, 2009), wird nun die Kopplung 
von Diffusion und Stofftransport über die Phasengrenze untersucht. Beim 
Einsatz einer organischen Umgebungslösung dient die organische 
Umgebungslösung als Substratreservoir und Produktextraktionsmedium 
zugleich (Halling, 1994). Zunächst wird jedoch nur der von Diffusion 
überlagerte Transport über die Phasengrenze als vereinfachtes System ohne 
Enzymzusatz betrachtet. Die wässrigen Hydrogelbeads werden hierzu in einer 
organischen Bulkphase suspendiert, sodass der Transport über die wässrig 
organische Phasengrenze mit einem Diffusionsvorgang im Inneren der 
Hydrogele überlagert wird. Dies führt aufgrund der höheren Löslichkeit der 
Reaktanden in organischen Lösungsmitteln und einer verbesserten 
Produktextraktion zu größeren Produktausbeuten (Diender et al., 2002, 
Eckstein et al., 2006). Im Rahmen des MEXA-Ansatzes (Marquardt et al,. 2005) 
konnte eine Sensitivitätsanalyse zeigen, dass auch für den von Diffusion 
überlagerten Transport über die Phasengrenze die Messung im Beadzentrum 
die beste Messstrategie darstellt. An dieser Position können aus dem zeitlichen 
Konzentrationsverlauf am meisten Informationen gewonnen werden 
(Zavrel et al., 2009). 
5.2.1 Motivation 
Um den Verlauf des Stofftransports im Beadmittelpunkt aufzuzeichnen, muss 
der Laserfokus in der Kugelmitte bewegungslos positioniert werden. Hierzu 
wird wieder ein Mikroskopmodus gewählt, der die Position der Scannerspiegel 
fixiert und die Fokusposition in der Objektebene über einen beliebigen Zeitraum 
konstant hält. Die fixierten Scannerspiegel bewirken somit eine gleichbleibende 
Position des Anregungslichtes in der Kugelmitte der Hydrogelbeads. Die 
Herstellung der Beads für gekoppelte Diffusions- und Transportmessungen 
erfolgt wie in Kapitel 3.4.1.2 geschildert. Die Messungen werden mit einem 
Leica Objektiv mit einer numerischen Apertur  (NA) von 0,3 realisiert. Die 
räumliche Ausdehnung der Polymerkugeln mit einem Radius von 1,3 mm 
bedingt die Verwendung eines Objektivs mit großem Arbeitsabstand und 
niedriger NA. Über den PMT werden einzelne Photonen detektiert, die von 
einer Zählelektronik registriert und definierten Integrationszeitfenstern mit einer 
zeitlichen Auflösung von 5 sec zugeordnet werden. Die Anregungswellenlänge 
beträgt in allen Experimenten = 723 nm, die anregende mittlere Leistung 
variiert je nach Versuchsreihe und untersuchten Reaktanden. 
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Als organisches Lösungsmittel wird aufgrund einer erhöhten Substrat- und 
Produktlöslichkeit (Schmidt et al., 2008) Methylisobutylketon (MIBK) 
verwendet. Das organische Reservoirvolumen wird in eine glasbeschichtete 
Mirkotiterplatte (Labhut Ltd, Maisemore, UK) appliziert, da MIBK die 
Kunststoffränder der Greiner Mikrotiterplatten auflöst. Beim 
Herstellungsprozess von glasbeschichteten Mikrotiterplatten werden 
transparente Kunststoffsubstrate aus Polypropylen mit Siliziumdioxid bedampft. 
Die Dicke der Glasschicht beträgt laut Herstellerangaben 200 μm. Die optische 
Qualität der aufgedampften Glasschicht ist von geringerer Güte als bei 
geklebten Glasböden der Greiner Platten (Greiner Bio-one, Solingen, 
Deutschland). Die Messreihen werden in 96 Well Mikrotiterplatten mit einem 
Fassungsvermögen von 370 μL je Kavität durchgeführt. Um ein Verdampfen 
des organischen Lösungsmittels effektiv zu unterdrücken, werden die Kavitäten 
nach Messbeginn mit Dichtungsöl und einem oben aufliegendem Objektträger 
versiegelt. Zu diesem Zweck wird das Dichtungsöl mit einem Pinsel dünn auf 
den oberen Rand der Kavität aufgetragen und mit einem Deckglas versiegelt. 
Hierbei ist darauf zu achten, dass sich Dichtungsöl und organische 
Umgebungslösung unter keinen Umständen vermischen. 
Um den zeitlichen Verlauf des Stofftransports aufzuzeichnen, werden zwei 
separate Ansätze verfolgt. Zum einen werden die Beads in wässriger DMBA 
bzw. TMB Lösung (siehe Kapitel 5.1.2) äquilibriert und der Transport aus den 
Polymerbeads in die organische Bulkphase beobachtet. Zum anderen wird auch 
der Stofftransfer über die Phasengrenze von der organischen Phase in das 
wässrige Gelvolumen aufgenommen. Die Ansätze verfolgen also entweder die 
Transportverläufe aus dem Bead heraus oder in das Bead hinein. Gemäß den 
Vorgaben des reaktiven Systems wird die Diffusion von DMBA in die Gelmatrix 
untersucht und der Austritt des Produktes TMB zurück in die organische Phase. 
Das Substrat DMBA diffundiert im örtlich verteilten reaktiven Gesamtsystem 
über die Phasengrenze in die Hydrogelmatrix ein, wo das Enzym BAL die 
Substrate zum Produkt TMB katalysiert. Anschließend tritt das stark 
hydrophobe Reaktionsprodukt TMB über die Grenzfläche in die organische 
Phase aus. Des Weiteren können aufgrund von Limiterungen der Löslichkeiten 
und der Aufteilung in Verteilungsgleichgewichte entlang der Phasengrenze 
nicht beliebige Konzentrationen eingestellt werden.  
Für die Bestimmungen des Verlaufs der Diffusion mit gekoppeltem Transport 
über die Phasengrenze in das Bead hinein werden zunächst organische DMBA 
Lösungen angesetzt. Hierfür wird der MIBK Lösung ein Volumenanteil von 
2,56% DMF zugefügt und das Substrat DMBA in der gewünschten 
Konzentration beigegeben. Anschließend werden die Gelbeads in 
Reservoirlösungen von je 10 mL der jeweiligen Konzentration äquilibriert und 
zur Aufzeichnung einer Kalibriergeraden verwendet.  
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Um den Transport aus dem Bead in die Umgebungslösung aufzunehmen, 
werden die Hydrogelbeads in Lösungsvolumina je 10 mL der gewünschten 
initialen Konzentration äquilibriert. Der wässrigen Lösung aus 50 mM 
KH2PO4/K2HPO4 Puffer und 25% (v/v) Dimethylformamid (DMF) wird eine 
definierte Menge DMBA zugegeben, bis die gewünschte DMBA Konzentration 
erreicht ist. 
Bild 49 
Intensitätsverlauf 
einer sich 
verdichtenden 
Polymermatrix. Um 
den Ausgleich der 
Wasserkonzentration 
zu bewerkstelligen 
werden der 
Gelmatrix 
Wassermoleküle 
entzogen. Dies führt 
zu einem 
Schrumpfen der 
Kugeln und einer 
Dichteerhöhung des 
Polymers, was sich in 
fallenden Zählraten 
widerspiegelt. 
 
 
In Bild 49 ist der Intensitätsverlauf eines gekoppelten Diffusionsexperiments mit 
Stofftransport über die Phasengrenze im Kugelmittelpunkt dargestellt. Da auch 
die organische MIBK Lösung eine gewisse Affinität besitzt, Wasser 
aufzunehmen, findet parallel zu Transport und Diffusion der DMBA Moleküle 
ein Konzentrationsausgleich des Wassers statt. Die zu Beginn wasserfreie MIBK 
Phase entzieht der Hydrogelkugel Wasser, bis ein thermodynamisches 
Gleichgewicht zwischen den Wasserkonzentrationen beider Phasen eintritt. 
Dies führt zu einem Schrumpfen der Kugeln, wodurch sich die Polymermatrix 
verdichtet. Die dichter gepackten Polymere streuen das Licht wesentlich stärker. 
Dies führt zu einer Abnahme der Fluoreszenzintensität im Bead trotz weiterhin 
ansteigender Substratkonzentration. Um die störende Schrumpfung der Kugeln 
zu verhindern, wird das Lösungsmittel vor dem Einsatz mit Wasser gesättigt. 
Nachdem die MIBK Lösung mit Wasser gesättigt ist, tritt das Phänomen des 
überlagerten Wasserkonzentrationsausgleichs nicht mehr auf. Eine homogene 
Dichteverteilung des Polymers und die damit einhergehende stabile 
Beadgeometrie sind somit sichergestellt. 
Die Applikation der DMBA bzw. TMB Lösung startet die Messung. Zu 
Messbeginn wird die genaue Lage der Kugel lichtmikroskopisch überprüft und 
gegebenenfalls nachgebessert. Kugeln, die offensichtlich Inhomogenitäten, 
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Risse oder Einschlüsse aufweisen werden aussortiert. Nach Ende des gesamten 
Messintervalls wird ein weiteres Mal die Position der Beads in der Kavität 
überprüft. Im Falle einer gegenüber dem Messbeginn unveränderten Lage 
werden die Gelkugeln in Pufferlösung aufbewahrt und deren Rundheit in 
einem nachfolgendem Schritt vermessen (Buthe et al., 2005, 
Spiess et al., 2008). 
5.2.2 Kopplung 3,5-Dimethoxybenzaldehyd Diffusion und Phasenübertritt 
Zunächst wird der diffusionsgekoppelte Stofftransport von DMBA über die 
Phasengrenze in die wässrigen Polymerbeads untersucht. Um den 
zeitaufgelösten Konzentrationsverlauf aufzeichnen zu können, wird eine 
Kalibrierfunktion aufgenommen. Die Beads äquilibrieren in dem mit DMBA und 
DMF versetzten organischen Lösungsmittel MIBK. Ein Partitionskoeffizient 
beschreibt das löslichkeitsbedingte unterschiedliche Maß der Verteilung eines 
Stoffes auf die Phasen eines Zweiphasensystems und ist definiert als 
5.6 
 
 
2
1
P
P
s c
cP  , 
wobei cP1 und cP2 die Konzentrationen des gelösten Stoffes in den flüssigen 
Phasen und 1 und 2 bezeichnet. Gemäß dem Partitionskoeffizienten PS=52,46 
(Zavrel et al., 2009) des Substrats DMBA wird in den äquilibrierten Beads eine 
Konzentration von cDMBA/PS erreicht, wobei cDMBA die eingestellte DMBA 
Konzentration im Bulk angibt.  
Bild 50 
Kalibriergerade 
gekoppelte Diffusion 
und Stofftransport 
für DMBA, 
aufgenommen im 
Beadmittelpunkt. Die 
Bulkkonzentrationen 
korrespondieren 
nach dem 
Partitionskoeffizient 
PS=52,46 mit den 
oben aufgetragenen 
Konzentrationen im 
wässrigen Bead.  
 
 
Kalibriert werden pro DMBA Konzentration die Intensitäten von jeweils 10 
Kugeln gemittelt, um ebenfalls die Ungleichheit verschiedener Polymerbeads 
statistisch zu erfassen. Die Messdauer beträgt für jede Kugeln 60 sec und 
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unterteilt sich in 12 Intervalle je 5 sec. Die Standardabweichungen werden aus 
jeweils 12 Messintervallen an 10 verschiedenen Kugeln ermittelt, so dass die 
Kugelinhomogenitäten in die Fehlerbetrachtung mit eingehen. Die 
aufgezeichnete Kalibriergerade ist in Bild 50 dargestellt. Des Weiteren 
veranschaulicht die Grafik die in Bead und Bulk vorliegenden 
Konzentrationsverhältnisse. Auf der Abzisse sind die Nominalkonzentrationen 
der Bulkphase dargestellt, auf der oberen Achse die aufgrund des 
Partitionskoeffizienten zu erwartenden Konzentrationen im wässrigen 
Hydrogel. Die anregende mittlere Laserleistung beträgt 75 mW. Die Ordinate 
zeigt die über zehn Beads gemittelten Intensitäten der jeweiligen zugehörigen 
Konzentrationen. Das Bestimmtheitsmaß der Regressionsgeraden beträgt 
R²=0,978. 
Im dynamischen Experiment wird der Transport mit überlagerter Diffusion 
zweier DMBA Bulkkonzentrationen aufgenommen. Zu diesem Zweck werden 
Gelbeads ohne DMBA Zusatz der Vorbereitungslösung entnommen und in die 
Messposition gesetzt. Die applizierten Bulkkonzentrationen von 300 mM und 
400 mM entsprechen Nominalkonzentrationen von 7,6 mM und 5,1 mM in 
wässriger Umgebung bei unendlich großem Bulkvolumen. Die Applikation von 
250 μL wassergesättigter MIBK Lösung startet die Datenaufnahme, wobei die 
gesamte Messdauer 2000 sec beträgt und in Intervalle von jeweils 5 sec 
untergliedert ist. Nach Zugabe der MIBK-Lösungen wird die Messkavität mit 
Dichtungsöl und Deckgläschen von oben versiegelt, um das Verdampfen des 
Lösungsmittels zu verhindern.  
Die Ergebnisse der Messungen des Stofftransports sind in Bild 51 dargestellt. 
Die Intensität der DMBA Fluoreszenz steigt nach Zugabe der Substratlösung an, 
wobei die Geschwindigkeit des Konzentrationsausgleichs gegen Ende der 
Messung abnimmt. 
Bild 51 Verlauf des 
diffusions-
gekoppelten 
Transports über die 
Phasengrenze im 
Mittelpunkt der 
Beads. Um die 
Lesbarkeit zu 
erhöhen ist nur jeder 
15. Messpunkt 
aufgetragen. 
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Die rechte Ordinate zeigt die Skalierung der auf die Kalibriergerade projizierten 
Datenpunkte. Die Datendichte ist wesentlich höher als in der Abbildung 
sichtbar gemacht, da aus Gründen der Übersichtlichkeit nur jeder 15. 
Messpunkt aufgetragen ist. Die Lage der Beads in der Mikrotiterplattenkavität 
wurde bei Messbeginn lichtmikroskopisch überprüft. Hierzu musste der 
Strahlteiler kurzzeitig gewechselt werden, so dass zu Messbeginn keine 
Photonen den Photomultiplier erreichen konnten. Dies erklärt die negativen 
Konzentrationen aller Beads in einer kurzen Zeitspanne nach Messbeginn. Der 
aufgenommene Konzentrationsverlauf ist nicht so glatt wie die in Kapitel 5.1.3 
vorgestellten Konzentrationsverläufe im wässrigen Umgebungsmedium. Die 
prozentualen Abweichungen der einzelnen Verläufe bei 300 mM DMBA 
Startkonzentration betragen im Mittel 8%, die größten Abweichungen 
erreichen 15% und stellen sich nach einer Zeit von 1600 sec ein. Auch im Falle 
einer 400 mM Bulklösung ist der Verlauf der Kurven stärker variierend und 
nicht konsequent monoton steigend wie bei der in Kapitel 5.1.3 vorgestellten 
reinen Diffusion. Dies beruht zum einen auf der verminderten optischen 
Qualität der aufgedampften Glasschicht, was teilweise zu Ausreißern in der 
Zählrate führt. Unebenheiten und Auswölbungen der Glasschicht bewirken 
einen abweichenden Verlauf vom idealen Strahlengang und eine damit 
einhergehende verminderte Fokussierbarkeit. Des Weiteren liegen aufgrund des 
Partitionskoeffizienten PS  in der Hydrogelmatrix um einen Faktor drei bis vier 
niedrigere Konzentrationen als bei der Messung des reinen Diffusionsverlaufs 
vor. Um eine ausreichende Beadendkonzentration von 20 mM im Hydrogel 
einzustellen, müsste etwa 1 M DMBA in MIBK als Bulk zugeführt werden. Solch 
eine hohe Konzentration liegt allerdings weit jenseits der Löslichkeitsgrenze des 
Reaktanden. Geringere Konzentrationen führen zu geringeren Zählraten und 
somit zu einem verschlechterten Signal-zu-Rausch Verhältnis und stärker 
variierenden Kurvenverläufen. 
Um das Problem zu geringer Löslichkeiten und ein damit einhergehendes 
verschlechtertes Signal-zu-Rausch Verhältnis zu umgehen, wird alternativ zum 
eben vorgestellten Ansatz ein inverses Experiment durchgeführt. Die 
Hydrogelbeads werden hierzu in wässriger Äquilibrierlösung mit DMBA 
verschiedener Konzentrationen beladen. Bei einer Äquilibrierung in wässriger 
Umgebung können höhere Konzentrationen im Bead eingestellt werden.  
Danach werden DMBA beladene Bead in wassergesättigter MIBK Lösung 
suspendiert und der Verlauf der Konzentration während des 
Hinausdiffundierens in die Bulkphase im Beadmittelpunkt beobachtet. Die 
Startkonzentrationen betragen 15 und 20 mM und die Fluoreszenz wird mit 
einer mittleren Leistung von 117 mW im Laserfokus angeregt. Um das zeitliche 
Voranschreiten der Diffusion auch in einer Konzentrationsdarstellung zu 
erhalten, wird eine neue Kalibriergerade aufgezeichnet. Die Laserstrahlung regt 
zu diesem Zweck die Fluoreszenz einer Konzentrationsreihe mit jeweils zehn 
unterschiedlichen Beads gleichen DMBA Gehalts der in wässriger Lösung 
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äquilibrierten Beads an. Mittelwerte und Standardabweichungen ergeben sich 
aus Mittelung von 10 verschiedenen Beads. Das Bestimmtheitsmaß der 
Kalibriergeraden beträgt R2 = 0,994.  
Bild 52 
Kalibriergerade und 
Verlaufskurven unter 
Verwendung des 
organischen 
Lösungsmittels MIBK 
als Blukreservoir. Die 
Diffusion ist von 
Stofftransport über 
die 
Phasengrenzfläche 
überlagert. 
 
 
Links im Bild 52 ist die Kalibriergerade mit den Standardabweichungen der 
gemittelten Intensitäten verschiedener Beads gleicher Konzentration dargestellt. 
Rechts im Bild ist die zeitliche Entwicklung des Konzentrationsverlaufs in der 
Beadmitte zu sehen. Auf den Ordinaten sind die gemessenen Intensitäten und 
die über die Kalibriergerade bestimmten Konzentrationen aufgetragen. Wie 
erwartet relaxiert von der eingestellten Nominalkonzentration das System in ein 
Gleichgewicht nahe der Nullkonzentration. Die Verläufe der gekoppelten 
Diffusions- und Transportmessung schreiten für beide Konzentrationen mit 
geringerer Variation voran, als die vorher in Bild 51 präsentierten. Höhere 
Konzentrationen führen zu einem verbesserten Signal-zu-Rausch Verhältnis und 
damit zu einer höheren relativen Genauigkeit der 
Konzentrationsbestimmungen. 
Der zeitliche Konzentrationsverlauf ähnelt stark dem der reinen 
Diffusionsverläufe ohne Übertritt durch die Phasengrenzfläche. Daher kann 
angenommen werden, dass in dem gekoppelten Zweiphasensystem 
Diffusionslimitierung vorherrscht. Wären Transportphänomene über die 
Phasengrenze systemlimitierend, würden die Messdaten ein mehr lineares 
zeitliches Verhalten offenbaren (Dahmen, Recker, Schmidt, CES, 2008).  
5.2.3 Kopplung (R)-3,3',5,5'-Tetramethoxybenzoin Diffusion und Phasenübertritt 
Der folgende Abschnitt erläutert die Detektion der Überlagerung von Diffusion 
und Phasenübertritt unter Verwendung des Reaktionsproduktes TMB. Dessen 
Partitionskoeffizient beträgt PP = 82,46 (Zavrel et al, 2009), somit liegt im 
Verteilungsgleichgewicht in der organischen Phase eine ungefähr 82 mal 
höhere Konzentration vor als im wässrigen Gel. Da TMB in einem aufwändigen 
Prozess synthetisiert werden muss, ist es nicht möglich, hochkonzentrierte 
Lösungen anzusetzen. Somit wird ausschließlich der Transport von TMB 
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niedriger Konzentrationen aus der wässrigen Phase in das Bulkreservoir 
betrachtet. Aufgrund des hohen Verteilungskoeffizienten und der geringen 
Löslichkeit von TMB in wässriger Phase kann der Rücktransport aus dem Bulk in 
die Beadmitte vernachlässigt werden.  
Bild 53 
Kalibriergerade von  
Diffusion und 
überlagertem 
Phasenübertritt für 
TMB, aufgenommen 
im Mittelpunkt der 
Gelbeads. 
 
 
Für Bestimmungen der Diffusion über die Phasengrenze in die Kugel werden 
wässrige TMB Lösungen mit dem Cosolvens DMF angesetzt. TMB wird 
zunächst in reinem DMF gelöst und anschließend mit wässriger Pufferlösung 
aufgefüllt, bis die gewünschte Endkonzentration eingestellt ist. Aufgrund der 
geringen Löslichkeit von TMB im wässrigen Milieu werden die in reinem Puffer 
gelagerten Beads erst kurz vor Messbeginn in frisch angesetzter TMB Lösung 
äquilibriert. Dadurch wird weitgehend verhindert, dass TMB im wässrigen 
Hydrogel aufgrund zu geringer Löslichkeit ausfällt. Da MIBK als Lösungsmittel 
für die umgebende Phase eingesetzt wird, muss in glasbeschichteten 
Mikrotiterplatten gemessen werden. Die Kalibriergerade mit einem 
Bestimmtheitsmaß R² = 0,99 ist in Bild 53 darstellt. Gemittelt werden zehn 
unterschiedliche Beads je Konzentration, um die Abweichungen der Beads in 
der Kalibrierung zu berücksichtigen. Die mittlere Leistung im Fokus beträgt 
240 mW. Wie bereits in Kapitel 5.1.3 aufgeführt, sind Inhomogenitäten bei der 
Kugelherstellung für die mittlere Standardabweichung von bis 10% der 
Fehlerbalken verantwortlich.  
Das dynamische Experiment verfolgt den Fortschritt des Austritts von TMB aus 
der wässrigen Gelphase in das organische Lösungsmittelreservoir. 
Dementsprechend ist die Konzentration im Mittelpunkt der Beads zu Beginn 
der Messung am größten und nimmt mit voranschreitender Zeit ab, bis das 
gradientengetriebene System bei ungefähr 0 mM in einen 
Gleichgewichtszustand relaxiert. Große Abweichungen von bis zu 40% von 
Intensität und Konzentration zu Beginn der Messung, wenn hohe 
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Konzentrationen das größte Signal-zu-Rausch Verhältnis liefern sollten, sind 
nicht wünschenswert. 
Bild 54 Diffusion und 
überlagerter 
Stofftransport von 
TMB aus dem 
Hydrogel in die 
Bulkphase.  
 
 
 
Die Gründe für die Abweichungen im Verlauf sind vielseitig. Zum einen fördert 
die sehr geringe Löslichkeit des Produkts TMB in wässriger Phase die 
Ausbildung von Aggregaten. Nach Äquilibrierung der Beads in TMB Lösung 
können die Moleküle zum Teil ausfallen und es bildet sich bei Konzentrationen 
größer 1 mM ein Niederschlag, der mit bloßem Auge zu erkennen ist. Ein 
weiterer Grund für Abweichungen ist die geringe Quanteneffizienz der TMB 
Moleküle bei der Fluoreszenzanregung. Trotz einer für eine 
Fluoreszenzanregung ungewöhnlich hohen Leistung von 240 mW fällt die 
Intensität des Signals eher gering aus, was sich negativ auf das 
Signal-zu-Rausch Verhältnis auswirkt. Höhere Konzentrationen könnten Abhilfe 
schaffen, aufgrund der geringen TMB Löslichkeit lassen sich aber keine 
Konzentrationen größer 3 mM in wässriger Phase ansetzen. Zuletzt seien noch 
die Unebenheiten der glasbeschichteten Mikrotiterplatte genannt, die erheblich 
zu den Intensitäts- und Konzentrationsschwankungen beitragen. Die Messung 
jedes einzelnen Beads erfolgt in einer anderen Kavität. Infolgedessen ändern 
kleine Unebenheiten des Glasbodens den Strahlengang und damit auch die 
Fokussierung des Objektivs. Da eine Multiphotonenanregung von dem Quadrat 
der Intensität der anregenden Leistung abhängt, können schon kleine 
Abweichungen in der Geometrie des Objektivfokus große Intensitätsvariationen 
der Fluoreszenz verursachen. 
5.2.4 Ergebnisdiskussion der Diffusion mit Phasenübertritt 
Bei Betrachtung der Messergebnisse von diffusiven Systemen mit überlagertem 
Phasenübertritt ist festzustellen, dass die Phasengrenze die Kinetik nicht 
beeinflusst, da die Form der Verlaufskurven weitestgehend den bei der 
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wässrigen Diffusion aufgezeichneten Verläufen entspricht. Des Weiteren würde 
eine Transportlimitierung beim Phasenübergang einen anderen Kurvenverlauf 
offenbaren (Dahmen, Recker, Schmidt, CES, 2008). Die Qualität der Daten fällt 
bei den DMBA Verläufen aufgrund des höheren Signal-zu-Untergrund-
Verhältnisses im Vergleich zu TMB deutlich besser aus, jedoch konnten trotz 
geringer Datenqualität auch für TMB effektive Diffusionskoeffizienten 
abgeleitet werden. Eine Ableitung von Transportkoeffizienten war sowohl für 
das Substrat DMBA, als auch für das Produkt TMB nicht möglich (Zavrel, 2009), 
was ebenfalls auf einen diffusionslimitierten Stofftransport über die 
Phasengrenze schließen lässt. Der Diffusionskoeffizient von DMBA bei einer 
organischen Bulkphase (Tabelle 2) weicht lediglich 2,6% von dem bei Einsatz 
einer wässrigen Umgebungslösung (Kapitel 5.1.3) bestimmten 
Diffusionskoeffizienten ab. Daraus lässt sich folgern, dass der Einfluss der 
Gelmatrix auf die Diffusion der DMBA Moleküle gering ausfällt. Bei TMB liegt 
eine andere Situation vor. Hier weichen die effektiven Diffusionskoeffizienten 
unter Verwendung von wässriger (Kapitel 5.1.4) und organischer 
Umgebungslösung um 37,5% voneinander ab. Mechanistische Schlüsse 
können aufgrund der geringen Datenqualität in diesem Fall allerdings nicht 
gefolgert werden.  
Tabelle 2: Abgeleitete effektive Diffusionskoeffizienten DA,eff und DP,eff von DMBA und TMB unter Verwendung von MIBK als 
Umgebungsreservoir (Zavrel, 2009). 
Parameter Geschätzter Wert Standardabweichung Einheit 
DA,eff 4,248 *10
-10 0,002*10-10 m²s-1 
DP,eff 3,110 *10
-10 0,008* 10-10 m²s-1 
Die Messungen dienen der späteren Parameterevaluierung in einer 
mechanistisch motivierten Formalkinetik, bei der bis zu 10 unabhängige 
kinetische Konstanten gleichzeitig geschätzt werden. Die Ergebnisse der soeben 
vorgestellten Messungen in einfachen Modellsystemen führen zu 
Transportkoeffizienten mit geringen Standardabweichungen von 1%. Dies 
ermöglicht einen Vergleich der hier ermittelten Größen mit denen im reaktiven 
Gesamtsystem geschätzten Transportkoeffizienten, die simultan mit weiteren 
Reaktionsparametern bestimmt werden.  
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5.3 Reaktionsmessungen im örtlich verteilten Zweiphasensystem 
Nachdem in Kapitel 5 und in Kapitel 5.2 Diffusion und gekoppelter 
Stofftransport separat betrachtet worden sind, wird im folgenden Abschnitt das 
gelstabilisierte Reaktionssystem der stereoselektiven Carboligation zweier 3,5-
Dimethoxybenzaldehyd (DMBA) Moleküle zu (R)-3,3',5,5'-Tetramethoxybenzoin 
(TMB) unter Katalyse des Enzyms Benzaldehydlyase (BAL) untersucht. Zu diesem 
Zweck werden die BAL Enyzme in -Carrageenan Hydrogelbeads immobilisiert 
und in mit DMBA versetzter Methylisobutylketon (MIBK) Lösung suspendiert. 
Dadurch können alle Elementarschritte der enzymatischen Umsetzung 
(Diffusion, Übergang über die Phasengrenze, Reaktion) simultan beobachtet 
werden. 
5.3.1 Motivation und Vorbemerkungen 
Die Immobilisierung von Enzymen kann deren scheinbare kinetische Parameter 
beeinflussen, da Diffusion und Transport in gelstabilsierten Zweiphasensystem 
limitierend wirkend können (Bauer et al., 2006; Buchholz et al., 1989). Das 
Enzym könnte auch durch eine Anlagerung sowie Interaktion mit der 
Polymermatrix seine Konformation oder Flexibilität verändern, was zu 
abweichenden katalytischen Parametern führen könnte. Als übliche Methode 
zur Untersuchung der Reaktandenkonzentrationen in immobilisierten 
Biokatalysatoren hat sich eine Probenentnahme aus der Reservoirlösung 
etabliert. Die zu definierten Zeitpunkten entnommenen Proben werden im 
Anschluss hinsichtlich der Konzentration der in ihnen gelösten Reaktanden 
chromatografisch überprüft (Berendsen et al., 2006; van Roon et al., 2003; 
Concalves et al., 2008). Die ex-situ Messstrategie liefert jedoch nur integrale 
Informationen über das Reaktionssystem und ist nicht dazu geeignet, die der 
Reaktion überlagerten kinetischen Phänomene separat zu beschreiben. Die 
Güte eines mechanistischen Modells, das alle reaktionssystemsrelevanten 
kinetischen Parameter in Betracht zieht und eine Vorhersage systembedingter 
Limitierungen erlaubt, muss unter Hinzunahme experimenteller Daten sorgfältig 
evaluiert werden (Bard, 1975). Zu diesem Zweck sind Messinformationen hoher 
örtlicher und zeitlicher Präzision erforderlich. Die Messung an nur einer Position 
im Bead reicht jedoch nicht aus, um Limitierungen der Umsatzraten der 
komplexen katalytischen Reaktion am Modell identifizieren zu können 
(Zavrel et al., 2009). Um trotz der Überlagerung von Diffusion, Phasenübertritt 
und Reaktion kinetische Parameter identifizieren zu können, wird der MEXA 
Prozess angewandt (Marquardt et al., 2005) 
Das komplexe Zusammenspiel der übereinandergelagerten Phänomene 
Diffusion, Phasengrenz-Übertritt und Reaktion erfordert die Entwicklung einer 
Messmethode, welche dazu geeignet ist, den zeitlichen Verlauf der 
Eduktkonzentration in den enzymbeladenen Trägermatrices ortsaufgelöst zu 
quantifizieren. Eine optimale Versuchsplanung im Rahmen der MEXA Methode 
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führte zu dem Ergebnis, dass eine Messung des DMBA 
Konzentrationsgradienten entlang des Radius eine ausreichende Datenlage für 
Modellidentifikation und Parameterschätzung liefert (Zavrel et al., 2009). Bei 
der Weiterentwicklung der Messmethode wird die sphärische Geometrie der 
Enzymträgermatrices ausgenutzt. Dafür könnte die horizontale 
Mittelpunktsebene der Gelbeads mit einem x-y-Scan zeitaufgelöst und radiale 
Verlaufsinformationen extrahiert werden (siehe Kapitel 4.1, Diffusion von 
Coumarin in Alginatbeads). Die zeitaufgelöste Akkumulierung der 
Fluoreszenzintensität entlang einer Linie des Radius vermindert zwar die totale 
Datendichte, jedoch können so Messinformationen mit einem verbesserten 
Signal-zu Rausch-Verhältnis gewonnen werden. 
Da bei der Bestimmung zeitlicher Verläufe im reaktiven Experiment sowohl 
Substrat DMBA, als auch Reaktionsprodukt TMB im Hydrogel gleichzeitig 
anwesend sind, wird zunächst eine eventuell auftretende Fluoreszenzlöschung 
hinsichtlich Edukt-Produkt-Wechselwirkungen überprüft. Um den Einfluss der in 
die Trägermatrix eingebetteten Enzyme auf den Messprozess zu untersuchen, 
werden zunächst Datensätze eines Reaktionsverlaufs im Mittelpunkt der Kugel 
aufgenommen und diese mit denen von diffusionsgekoppeltem Stofftransport 
ohne Enzymzugabe verglichen. Im Anschluss daran wird die Entwicklung von 
Linienscans für die reproduzierbare Detektion von Konzentrationsgradienten in 
Hydrogelen vorgestellt.  
Um den Reaktionsverlauf zunächst im Mittelpunkt aufzuzeichnen, wird der 
ausführlich in Kapitel 5.2 beschriebene Ansatz angewandt, lediglich die 
Laserleistung wird dem Experiment angepasst. Bei der Aufnahme von 
Linienscans entlang des Beadradius synchronisiert die Steuerungseinheit der 
Scannerspiegel des Mikroskops die Aufnahme der Fluoreszenzdaten. Eine ins 
Mikroskop integrierte Lineclock sendet bei jedem Anschlag des Linienscanners 
einen Synchronisationspuls aus, der die Scannerlogik der Messkarte kontrolliert. 
Die Scanrate wird also allein durch die Geschwindigkeit des Mikroskopscanners 
bestimmt. Ist die Linie einmal abgerastert, werden weitere Scans akkumuliert. 
Die Datenakquisition erfolgt so lange, bis eine ausreichende Anzahl von 
Photonen pro Pixel gesammelt ist. Das Mikroskop wird im xt-Linienscan Modus 
mit unidirektionaler Scanfrequenz von 400 Hz kontinuierlich betrieben. 
Startzeitpunkt, Messdauer und Größe der Integrationsfenster werden lediglich 
durch Kontrollelemente der Messkarte vorgegeben. Aufgenommen werden 
64 Datenpunkte je Linie entlang des Radius, die gesamte Messdauer beträgt 
2560  sec. Die Elektronik der Datenakquisition operiert unter Verwendung 
assoziierter Systemparameter, dementsprechend beträgt die Ortsauflösung in x-
Richtung 64 Pixel und wird in y-Richtung auf eins gesetzt. Die Aufteilung der 
Gesamtmessdauer in 320 Intervalle mit jeweils 8 sec Integrationszeit 
gewährleistet zunächst eine hinreichend große Anzahl von Photonen pro 
Datenpunkt. Zum anderen erfüllt der Kompromiss in der Schachtelung der 
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Messintervalle zusätzlich noch den Anspruch, eine Datenlage zu erzielen, die 
nachfolgende Modellanpassungen und Parameterschätzungen ermöglicht.  
Bei allen Messungen am reaktiven Gesamtsystem beträgt der durchschnittliche 
Radius der Hydrogelkugeln 1,3 mm. Um die Konzentrationsgradienten von 
DMBA entlang Linien detektieren zu können, muss ein Objektiv gewählt 
werden, dass eine Beleuchtung des gesamten Radius gestattet. Zu diesem 
Zweck beleuchten die Scanner des Lasermikroskops unter Einsatz des Leica 10x 
NA 0,3 Objektivs in lateraler Richtung eine Linie der Länge 1,5 mm, somit 
erlaubt die Verwendung des 10x Objektivs die Detektion der 
Substratfluoreszenz entlang des gesamten Radius und darüber hinaus. Die 
Anregungswellenlänge beträgt in allen Experimenten = 723 nm, die mittlere 
Anregungsleistung variiert je nach Messstrategie.  
Als organisches Substratreservoir werden 300 μL mit DMBA und DMF 
versetztes Methylisobutylketon (MIBK) zugegeben. Das Lösungsmittelvolumen 
wird in eine glasbeschichtete Mikrotiterplatte (Labhut Ltd, Maisemore, UK) 
appliziert, siehe Kapitel 5.2. Um ein Verdampfen des organischen 
Lösungsmittels effektiv zu unterdrücken, werden die Kavitäten nach 
Messbeginn mit Dichtungsöl und einem oben aufliegenden Objektträger 
versiegelt. Die mit 20 μg/ml BAL beladenen Enzymimmobilisate werden erst 
kurz vor Messbeginn in DMF äquilibriert, um die Deaktivierung der BAL durch 
den Kontakt mit dem Lösungsmittelvermittler DMF zu minimieren.  
Die Herstellung von enzymbeladenen Hydrogelen sowie von enzymfreien 
Kalibrierbeads erfolgt wie in Abschnitt 3.4.1.2 beschrieben. Die Applikation der 
DMBA Lösung startet die Messung. Die Lage der Kugel in der Halterung der 
Mikrotiterplattenkavität wird zu Messbeginn und nach Ende der 
Aufnahmedauer lichtmikroskopisch überprüft. Am Anschluss an die Messung 
erfolgt die Bestimmung der Rundheit (Buthe et al., 2005, Spiess, et al., 2008) 
5.3.2 Beeinflussung der Eduktintensität durch das Reaktionsprodukt 
Zunächst wird das Produkt TMB hinsichtlich seines Quenchingverhaltens 
(Fluoreszenzlöschung) untersucht. Quenching bezeichnet im Allgemeinen 
Abläufe, die zu einer Reduktion der Fluoreszenzintensität führen, beispielsweise 
durch einen strahlungsfreien Energieübertrag der angeregten Zustände auf ein 
anderes Molekül (sogenannte Quencher, siehe Kapitel 2.1). Die An- oder 
Abwesenheit einer Zielsubstanz, in diesem Falle TMB, wirkt auf die Intensität 
der zu bestimmenden Analytfluoreszenz (DMBA). Für die Quantifizierung dieser 
Wirkung werden Zielsubstanz (TMB) und Analyt (DMAB) in Lösung miteinander 
vermischt und die Fluoreszenzintensität der Mischlösungen bestimmt. Da beim 
reaktiven Experiment die Substratfluoreszenz ausschließlich im wässrigen Milieu 
der Hydrogelträger angeregt wird, findet auch die Untersuchung des 
Quenchingverhaltens in wässriger Phase statt. 
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Bild 55 
Quenchingverhalten 
von DMBA TMB 
Mischlösungen in 
wässriger Phase mit 
50 mW 
Anregungsleistung 
mit einer 
Zentralwellenlänge 
von 723  nm. 
Untersucht wird der 
Einfluss einer TMB 
Zugabe auf die 
Intensität der 
Fluoreszenz des 
Analyts DMBA. 
 
 
 
Das Ziel der Untersuchung besteht darin, Fluoreszenzintensitätswerte reiner 
DMBA Lösungen mit denen von Mischlösungen unter Zugabe unterschiedlicher 
TMB Konzentrationen zu vergleichen. Hierzu werden in die Kavität einer 
Greiner Mikrotiterplatte (Greiner Bio-one, Solingen) Lösungen verschiedener 
Mischverhältnisse appliziert. DMBA und TMB werden in 50 mM KH2PO4/K2HPO4 
Puffer mit einem pH-Wert von 8,5 gelöst. Zur Verbesserung der Substrat- und 
Produktlöslichkeit wird die Pufferlösung zusätzlich mit 25% (v/v) DMF versehen. 
Das Mikroskopsobjektiv fokussiert die anregende Strahlung in die Mitte einer 
mit Lösung gefüllten Kavität der Mikrotiterplatte und regt dort Fluoreszenz an. 
Bild 55 zeigt das Ergebnis zur Untersuchung der Fluoreszenzlöschung bei einer 
mittleren Anregungsleistung von 50 mW im Laserfokus. Aufgetragen sind die 
Intensitätswerte der DMBA Lösungen mit verschiedenen TMB Anteilen. Die 
Aufnahmedauer beträgt 60 sec je Lösung. Die Anregungswellenlänge beträgt 
im Hinblick auf die nachfolgende Betrachtung des reaktiven Systems 723 nm. 
Aus der Abbildung geht hervor, dass ein TMB Zusatz keine Veränderungen der 
Fluoreszenzintensität von DMBA Lösungen bewirkt. Selbst bei hohen TMB 
Konzentrationen von 1 mM, die im reaktiven Experiment nie erreicht werden, 
kommt es zu keiner messbaren Auslöschung der Substratintensität. Somit kann 
ausgeschlossen werden, dass die DMBA Fluoreszenz durch das 
Reaktionsprodukt TMB ausgelöscht wird. Des Weiteren reicht die 
Anregungsleistung von 50 mW nicht aus, um selbst bei niedrigen DMBA 
Konzentrationen die Substratfluoreszenz merklich zu erhöhen. Dieses Verhalten 
erklärt sich über die geringere Quanteneffizienz bei der Fluoreszenzanregung 
des Produktes TMB. Wie in Kapitel 5.1.1 beschrieben, beträgt die 
Anregungseffizienz des Substrats das Achtfache der Anregungseffizienz des 
Produktes. Eine Leistung von 50 mW reicht nicht aus, um auch 
Produktfluoreszenz signifikant anzuregen.  
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Das Experiment wird unter gleichen Bedingungen wiederholt, lediglich die 
mittlere Anregungsleistung, und damit die Intensität im Laserfokus, wird 
erhöht. Quenchingeffekte, die zu einem Signalverlust führen, sind auch bei 
einer höheren Anregungsleistung von 200 mW nicht zu beobachten. 
Bild 56 
Quenchingverhalten 
von DMBA TMB 
Mischlösungen in 
wässriger Phase mit 
200 mW 
Anregungsleistung. 
 
 
 
Aus der Ergebnisdarstellung in Bild 56 geht jedoch hervor, dass bei einer 
höheren Leistung die gelösten TMB Moleküle geringfügig zur integrierten 
Fluoreszenzintensität beitragen. Dieser Effekt ist besonders gut bei der 0 mM 
DMBA Reihe zu erkennen, bei der sich höhere Konzentrationen deutlich vom 
Untergrund der Nullzählrate absetzen. Der Partitionskoeffizient von TMB 
beträgt PP = 82,46 (Zavrel, 2009). Im Bulk müsste dementsprechend über 
40 mM gelöstes TMB vorliegen, um im Bead eine Konzentration von 0,5 mM 
zu erreichen. Nach einer maximalen Messdauer von 2560 sec wird eine solch 
hohe TMB Konzentration jedoch in keinem Fall erreicht. Außerdem beträgt die 
anregende Leistung im dynamischen Experiment niemals mehr als 100 mW.  
Es konnte gezeigt werden, dass TMB zum einen die DMBA Fluoreszenz nicht 
löscht und somit kein Quenchingverhalten aufweist. Zum anderen beschreiben 
Bild 55 und Bild 56, dass die akkumulierende Wirkung der TMB Fluoreszenz auf 
die Signalintensität für im Experiment auftretende Leistungs- und 
Konzentrationsbereiche vernachlässigt werden kann. Somit können sowohl die 
Aufnahme der Kalibrierfunktion, als auch die dynamischen Experimente im 
reaktiven System ohne Rücksicht auf TMB Einflüsse erfolgen. 
5.3.3 Reaktionsverlauf im Kugelmittelpunkt 
Nachdem eine Fluoreszenzlöschung des Produktes TMB ausgeschlossen werden 
konnte, wird der Verlauf der Reaktion in der Beadmitte verfolgt. Um die 
Intensitätsrohdaten des dynamischen Experiments auch in einer 
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Konzentrationsdarstellung zu erhalten, wird zunächst eine Kalibriergerade mit 
identischen Parametern aufgenommen. Die erneute Aufnahme einer 
Kalibrierfunktion erfolgt unmittelbar vor der Messung, da äußere Einflüsse von 
Komponenten, Anregungsleistung und Justagezuständen in die Kalibrierung 
ebenfalls einfließen müssen. 
Bild 57 
Kalibriergerade für 
die Messung des 
Reaktionsverlaufs im 
Kugelmittelpunkt. 
Aufgetragen sind die 
Nominalkonzen-
trationen der 
Umgebungslösung 
und nach dem 
Partitionskoeffizient 
korrespondierende 
Konzentrationen in 
wässrigen 
Hydrogelen  
 
 
 
Für die Bestimmung der Kalibriergeraden werden zunächst organische DMBA 
Lösungen angesetzt. Hierfür wird der MIBK Lösung ein Volumenanteil von 
2,56% DMF zugefügt und das Substrat DMBA in dieser gelöst. Auch die 
weitere Präparierung der Beads für den Messprozess erfolgt wie in Kapitel 5.2 
beschrieben. Die Kalibriergerade ist in Bild 57 dargestellt, die Grafik präsentiert 
auch die Konzentrationsaufteilung des Substrats in wässriger und organsicher 
Phase. Auf der Abszisse sind die Nominalkonzentrationen der Bulkphase 
dargestellt, auf der Ordinate sind die gemessenen Intensitätsrohdaten skaliert, 
oben die korrespondierenden Substratkonzentrationen in den Hydrogelen. Das 
Bestimmtheitsmaß der Regressionsgeraden beträgt R²=0,998. Auffallend sind 
die konzentrationsunabhängigen Ausmaße der Fehlerbalken bei 100 mM und 
500 mM. Die mittlere Laserleistung für die Fluoreszenzanregung wird für die 
Dauer der Experimentserie auf 75 mW im Fokus gesetzt. 
Für das dynamische Experiment werden die enzymbeladenen Trägermatrices für 
300 sec zunächst in 25%(v/v) DMF MIBK Lösung äquilibriert, um die Löslichkeit 
der Reaktanden zu verbessern. Die Äquilibrierung in DMF erfolgt erst direkt vor 
Messbeginn, um Degradierungseffekte von DMF auf das Enzym BAL zu 
minimieren. Die Applikation der organischen 300  mM DMBA Lösung startet 
die Messung. Um ein Verdunsten der Substratlösung effizient zu unterdrücken, 
werden die Kavitäten mit Dichtungsöl und einem Mikroskopdeckglas versiegelt. 
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Da sich die BAL homogen über das gesamte Volumen eines Gelbeads verteilt, 
startet die Enzymkatalyse sofort nach Zugabe der DMBA Lösung mit Beginn des 
Stofftransports über die Phasengrenze. Um die Lesbarkeit der Grafik zu 
erhöhen, ist nur jeder zehnte Messpunkt aufgetragen. Nach ungefähr 2000 sec 
Messzeit relaxiert das Reaktionssystem in ein Fließgleichgewicht und es treten 
keine signifikanten Änderungen mehr auf. 
Bild 58 Verlauf der 
DMBA 
Konzentration des 
reaktiven 
Gesamtsystems im 
Beadmittelpunkt. Die 
DMBA 
Konzentration in der 
Bulkphase beträgt 
300 mM.  
 
 
 
Die maximal gemessenen Intensitäten erreichen lediglich das fünf- bis siebenfache 
der Startkonzentration im Bead zu Messbeginn, somit fällt das Signal-zu-Rausch-
Verhältnis gering aus. Die Kalibriergerade in Bild 57 zeigt, dass die 
Startkonzentration bei Messbeginn zu einer Intensität von 50 Counts führen sollte, 
da zum Startzeitpunkt im Beadzentrum noch keine DMBA Moleküle vorliegen. Die 
Intensität liegt jedoch in Bild 58 bei allen Beads bis zu einem Faktor 2 höher als bei 
einer Aufnahme der Intensität von 0 mM Kalibrierkugeln, was den Dynamikbereich 
des Experiments stark eingeschränkt. Eine Erklärung hierfür ist, dass die Aufnahme 
der Kalibrierfunktion in Beads enzymfrei erfolgte, die Detektion der Verlaufskurve 
jedoch mit Enzymbeladung stattfindet. Das Erstellen von Kalibriergeraden muss 
unter statischen Bedingungen erfolgen, eine Enzymbeladung gestattet statische 
Messbedingungen jedoch nicht. Daher sind die Bedingungen der Messung für die 
Aufnahme der Kalibrierkurve und die Reaktionsmessung nicht identisch. Die mit 
dem eingeschränkten Dynamikbereich einhergehende Untergrunderhöhung 
vermindert die Qualität der aufgezeichneten Verläufe. 
5.3.3.1 Vergleich mit Stofftransport  
Um das Ausmaß der Substratumsetzung quantifizieren zu können, werden die im 
Kugelmittelpunkt aufgezeichneten Verläufe mit denen der gekoppelten Transport- 
und Diffusionsmessung verglichen. Die Enzymbeladung der Trägermatrices sollte 
im thermodynamischen Gleichgewicht zu einer verminderten 
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Substratkonzentration im Zentrum der Beads führen (Zavrel et al,  2009). Um die 
absoluten Konzentrationsabweichungen im Beadmittelpunkt zu veranschaulichen, 
wird nun der Verlauf von Diffusion und überlagertem Stofftransport durch die 
Grenzfläche mit dem zeitlichen Fortgang des reaktiven Systems in einer Grafik 
verglichen. 
Bild 59 Vergleich des 
Reaktions- und 
Transportsverlauf in 
der Beadmitte. 
Dargestellt ist der 
zeitliche Verlauf der 
DMBA 
Konzentration 
 
 
 
In Bild 59 werden die Konzentrationsverläufe von diffusionsgekoppelten 
Transport und reaktiven System vorgestellt. Die zeitliche Entwicklung der DMBA 
Konzentration bei Transportmessungen in Hydrogelen verläuft steiler als bei 
enzymbeladenen Gelträgermatrices. Auch die erreichten Konzentrationen im 
Fließgleichgewicht liegen beim reaktiven Experiment bis zu 30% niedriger als 
die Endkonzentrationen ohne Substratumsatz. Aufgrund der gleichmäßigen 
Enzymverteilung stellt sich in der Beadmitte eine niedrigere 
Substratkonzentration ein als am Rande der Hydrogelbeads. Dies ist auf das 
Volumen der Substratlösung und die hohe Konzentration gelöster DMBA 
Moleküle zurückzuführen. Über die Phasengrenze am Rand der Beads werden 
fortdauernd neue Substratmoleküle transportiert, die bei der Diffusion in die 
Kugelmitte von weiteren BAL Enzymen zum Reaktionsprodukt TMB umgesetzt 
werden. Daher nimmt die Anzahl der DMBA Moleküle im Gleichgewicht zum 
Kugelmittelpunkt hin ab. Die umgesetzten TMB Moleküle können aufgrund der 
zu geringen mittleren Anregungsleistung nicht mehr zum Fluoreszenzsignal 
beitragen, weshalb die gemessen Konzentrationen von Reaktionsverläufen 
niedriger ausfallen. Im Gegensatz zur Diffusion beschreibt die quasistationäre 
Gleichgewichtsverteilung im reaktiven Fall keinen homogenen 
Konzentrationsausgleich. Aufgrund der Enzymaktivität stellen sich mit 
voranschreitender Zeit Gleichgewichtsgradienten der DMBA Konzentration vom 
Kugelzentrum zum Kugelrand ein. 
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5.3.4 Orts- und zeitaufgelöste Konzentrationsgradienten entlang des Beadradius 
Um den zeitlichen Verlauf der DMBA-Gradienten im Reaktionssystem  
beschreiben zu können, ist es notwendig die Messmethode auf orts- und 
zeitaufgelöste Konzentrationsbestimmungen in wässrigen Trägermatrices zu 
erweitern. Damit reproduzierbare Ergebnisse erzielt werden können, muss 
zwischen örtlichem und zeitlichem Auflösungsvermögen und Signal zu Rausch 
Verhältnis ein Kompromiss gefunden werden. Hierzu müssen die teilweise 
voneinander abhängigen Systemparameter so gewählt sein, dass sie einerseits 
den Reaktionsverlauf möglichst exakt wiedergeben und sich andererseits 
deutlich vom Untergrund abheben. Eine modellgestützte Versuchsplanung 
legte offen, dass die Sensitivitätsmaxima der Modellparameter an 
unterschiedlichen Radialpositionen vorliegen (Zavrel et al.,  2009). Aus diesem 
Grund werden Linienscans entlang des Radius punktförmigen Messstrategien 
im Mittelpunkt vorgezogen. Damit werden auch Informationen über Parameter 
gewonnen, deren Sensitivität im Randbereich der Beads am höchsten ist und 
die somit ebenfalls präzise geschätzt werden können. Das Laserscanning 
Mikroskop bietet die Möglichkeit, in mehreren Messreihen verschiedene Punkte 
im Hydrogel nacheinander zu vermessen. Die räumliche Auflösung ist hierbei 
durch die Anzahl der vermessenen Punkte gegeben, die zeitliche Auflösung 
hingegen kann variiert werden. Dabei ist bei höherer zeitlicher Auflösung 
allerdings ein Verlust der Signalstärke und damit des Signal-zu-Rausch 
Verhältnisses zu berücksichtigen. Der Kugeldurchmesser von 2,5 mm legt den 
Gebrauch des Leica 10x Objektivs mit einer numerischen Apertur (NA) 0,3 und 
einem Sichtfeld von 1,5 mm für die Multiphotonenfluoreszenzspektroskopie in 
den Geltropfen nahe. Der Einsatz des 5x Objektives, wie in Kapitel 4.1 
vorgestellt, ermöglicht zwar die Aufnahme von Fluoreszenzintensitäten entlang 
des gesamten Durchmessers, jedoch wird aufgrund der Rotationssymmetrie der 
Trägermatrices dadurch kein zusätzlicher Informationsgewinn erzielt.  
5.3.4.1 Parameteroptimierung bei Linienscans im Modellsystem mit wässriger 
Umgebungslösung 
Die Hardwareeinstellungen sowie auflösungsrelevante Systemparameter für die 
Aufnahme von Linienscans werden am einfachen Beispiel der Diffusion von 
DMBA aus wässriger Umgebungslösung in -Carrageenanbeads optimiert. Für 
die Entwicklung der Messtechnik ist es vorteilhaft, reine Diffusionsvorgänge als 
einfaches Beispielmodell einzusetzen, um optimale Messparameter zu 
ermitteln. Zum einen stellen sich im wässrig-wässrigen System (wässrige 
Bulklösung und Hydrogelbead) bei einer idealen Gleichgewichtsdurchmischung 
keine Konzentrationsgradienten ein, da der Partitionskoeffizient 1 beträgt. 
Daneben lässt die Verwendung wässriger DMBA-Lösung als Bulk das Einstellen 
wesentlich höherer Konzentrationen im wässrigen Hydrogel zu (siehe Kapitel 
5.2 ). Die damit korrelierten höheren Fluoreszenzintensitäten wirken sich positiv 
auf das Signal-zu-Rausch Verhältnis aus. Höhere Konzentrationen vereinfachen 
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somit das Auffinden zweckmäßiger Messparameter, die im Anschluss auf das 
reaktive wässrig-organische Zweiphasensystem übertragen werden können. Bei 
den zu optimierenden Systemeinstellungen handelt es sich um die zeitliche 
Auflösung, die Ortsauflösung und die korrespondierende Pixelverweilzeit. Dies 
geschieht vor dem Hintergrund, die mittlere Anregungsleistung so gering wie 
möglich zu halten, um den Wärmeübertrag der Kurzpulsstrahlung in 
enzymbeladene Hydrogelkugeln so gering wie möglich zu halten.  
Ein erstes Ergebnis der Messreihe zur Parameteroptimierung ist in Bild 60 
dargestellt. Die gesamte Messdauer zur Parameteroptimierung beträgt 500 sec, 
die eingestrahlte mittlere Leistung beträgt 85 mW im Laserfokus. Das 
Mikroskop wird kontinuierlich im xt-Modus betrieben, in dem eine Linie 
punktweise unidirektional mit einer Frequenz von 400 Hz abgerastet wird. Die 
gesammelten Photonen werden pro Zeitintervall 10 sec akkumuliert, 
aufgenommen werden zunächst nur 50 Zyklen, die gesamte Messdauer beträgt 
somit 500 sec. Die örtliche Auflösung beträgt 128 Pixel, die zugehörige  
Pixelverweildauer beträgt 19,5 μs. Die Applikation von 20 mM wässriger DMBA 
Lösung startet die Messreihe. Die Grafik beschreibt die zeitliche Entwicklung 
der Fluoreszenzintensität vom Rand der Kugel über den deren Zentrum hinweg. 
Der Kugelrand ist im Gegensatz zur Diffusion in Alginatbeads (siehe Kapitel 4.1) 
nicht zu erkennen. Die Dichte der Carrageenan Polymere ist über den Radius 
konstant, so dass keine starken Streuverluste im Randbereich der Beads 
auftreten. Die Verläufe der Fluoreszenzintensität des Substrats entlang des 
Radius unter der Benutzung von -Carrageenan Hydrogel werden nun 
qualitativ mit Aufnahmen aus im Beadzentrum aufgenommenen 
Diffusionsdatensätzen verglichen. Um die Intensitätsprofile hinsichtlich 
Ebenheit, Streuung durch Rauschen und Eignung zu charakterisieren, wird 
exemplarisch ein aufgezeichneter Datensatz in eine 3d Darstellung überführt. 
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Bild 60 
Ortsaufgelöster 
Verlauf der 
Fluoreszenz-
intensität von DMBA 
bei Diffusion in 
Carrageenan 
Hydrogeltropfen. Die 
Ortauflösung der 
über den Kugelrand 
hinaus gemessenen 
Intensität beträgt 
128 Pixel, was einer 
Pixelgröße von 
11,7 μm entspricht. 
 
 
Bei einer punktweisen Abrasterung des Geltropfens weist die aufgezeichnete 
zeitliche Entwicklung der Fluoreszenz an verschiedenen Radialpositionen 
Schwankungen im Verlauf auf. Dies wird deutlich, wenn die im 
Kugelmittelpunkt aufgezeichneten Diffusionsverläufe aus Kapitel 5.1.3 als 
Vergleich herangezogen werden. In der 3d-Darstellung in Bild 60 sind durch 
Rauscheffekte bedingte Unebenheiten im Gradientenverlauf zu erkennen. 
Dieses Verhalten lässt sich mit den geringeren Verweilzeiten des Laserfokus auf 
einzelnen Pixeln erklären. Werden bei den in Kapitel 5.1 vorgestellten 
Diffusionsverläufen auf einem einzigen Pixel für 5 sec Photonen gesammelt, 
verteilen sich die detektierten Photonen nun in 10 sec auf 128 unterschiedliche 
Pixel. Das Signal zu Rausch Verhältnis verschlechtert sich dadurch deutlich, 
weshalb sich die DMBA Diffusion ortsaufgelöst nicht mehr in einer stetig 
differenzierbar verlaufenden Form aufzeichnen lässt. Da es sich bei der 
Erzeugung von Fluoreszenz um einen Prozess statistischer Natur handelt, kann 
die Anzahl der registrierten Photonen innerhalb eines kurzen 
Integrationsfensters von wenigen ms stark fluktuieren. Außerdem ist aus einem 
Vergleich mit Aufnahmen von Intensitätsprofilen in Alginatgelen abzuleiten, 
dass der Einsatz von Carrageenanbeads mit homogener Dichteverteilung 
eine exakte Bestimmung des Kugelrands erschwert. Während im Fall der 
Alginatbeads (siehe Bild 26) die aufgrund der hohen Dichte im Randbereich 
deutlich abfallende Fluoreszenzintensität die Position des Rands offenlegt, 
verhindert die homogene Verteilung in -Carrageenanbeads die präzise 
Identifikation der Grenzfläche in Bild 60. 
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5.3.4.2 Parameteroptimierung bei Linienscans mit enzymbeladenen Hydrogelen 
Nachdem in Kapitel 5.3.4.1 ein Kompromiss zwischen anregender 
Laserleistung, örtlicher sowie zeitlicher Auflösung für die Untersuchung der 
Diffusion von DMBA aus wässriger Umgebungslösung gefunden werden 
konnte, werden ausgehend von diesen Ergebnissen nun die Parameter im 
reaktiven System unter Enzymbeladung der Trägermatrices optimiert. Da im 
reaktiven Experiment das DMBA hochkonzentriert in MIBK gelöst wird, 
kommen bei den nun vorgestellten Messreihen glasbeschichtete 
Mikrotiterplatten (Labhut) zum Einsatz. Um den nicht messbaren 
Temperaturübertrag in das Hydrogel trotzdem so gering wie möglich zu halten, 
wird die mittlere Anregungsleistung auf 42 mW reduziert. Aufgrund der damit 
verbundenen verminderten DMBA Fluoreszenzintensität, wird das 
Auflösungsformat von 128 Pixel auf 64 Pixel reduziert. Die örtliche Auflösung 
beträgt danach 23,7 μm pro Pixel. Wird die zeitliche die Auflösung zu groß 
gewählt, gehen relevante Informationen des Verlaufs verloren, wird sie zu klein 
gesetzt, leidet das Signal-zu-Rausch-Verhältnis und damit die Qualität der 
Messdaten.  
Testmessungen ergaben, dass ein Kompromiss zwischen Signal-zu-Rausch-
Verhältnis und Datengüte bei einem Integrationsfenster von 8 sec gefunden 
werden kann. Mit diesem Ansatz wurden erstmals die orts- und zeitaufgelöste 
in situ Beobachtung der Substratkonzentration im Inneren von Hydrogelen 
während einer enzymatischen Reaktion in gelstabilsierten Zweiphasensystemen 
ermöglicht. Aufgezeichnet werden 250 Messzyklen, die gesamte Messdauer 
beträgt somit 2000 sec. Das Ergebnis ist in Bild 61 mit 16000 Datenpunkten 
dargestellt. Aufgetragen ist die zeitliche Entwicklung der DMBA 
Fluoreszenzintensität für ein Bead entlang des Radius (von der Bulkphase bis 
über den Mittelpunkt) in einer 3d- und Falschfarbendarstellung. In der 
Falschfarbendarstellung bezeichnen die beiden Ordinaten Pixelnummern und 
korrespondierende Messorte. Die Substratkonzentration beträgt nach Vorgaben 
der modellgestützten Versuchsplanung 20 μg/ml. Die eingestellte 
Enzymkonzentration wurde so gewählt, dass weder Diffusions- noch 
Reaktionslimitierungen auftreten (Zavrel et al., 2009).  
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Bild 61 
Ortsaufgelöster 
Verlauf der 
Fluoreszenz-
intensität von DMBA 
bei Diffusion in 
enzymbeladenen 
Hydrogeltropfen. Die 
Ortauflösung der 
über den Kugerand 
hinaus gemessenen 
Intensität beträgt 64 
Pixel, was einer 
Pixelgröße von 
23,4 μm entspricht. 
Gezeigt sind eine 
Falschfarben-
darstellung sowie ein 
3d Plot der 
Konzentrations-
gradienten 
 
 
 
 
Zu Messbeginn t = 0 sec ist die Fluoreszenzintensität entlang der gesamten 
aufgenommenen Linie gering. Mit voranschreitender Zeit steigt die 
Fluoreszenzintensität am Rand des Beads und in der peripheren 
Diffusionsgrenzschicht (Pixelnummer 52-64) aufgrund der Eindiffusion der 
DMBA Lösung an. Da die BAL homogen über die Trägermatrix verteilt ist, 
beginnt der Substratumsatz instantan mit Applikation der 300 mM DMBA 
Lösung im Bereich der gelseitigen Diffusionsgrenzschicht. Vom Kugelrand an 
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Position 1,3 mm bzw. 52 Pixel zur Beadmitte an Position 0,1 mm bzw. 5 Pixel 
bildet sich entlang des Radius über die gesamte Messdauer ein 
Konzentrationsgradient aus. Auslöser sind über die Phasengrenze transportierte 
DMBA Moleküle auf ihrem Weg zur Beadmitte, die fortdauernd von Enzymen 
zum Reaktionsprodukt TMB umgesetzt werden. Somit fällt die Konzentration 
der DMBA Moleküle und mit ihr die Fluoreszenzintensität ab, um ein Minimum 
im Zentrum des Hydrogels zu erreichen. Wie erwartet steigt die DMBA 
Konzentration nach Passieren der Beadmittelpunktes aus Symmetriegründen 
wieder an, was auch in Bild 61 an der Position zwischen 0 Pixel und 5 Pixel zu 
erkennen ist. Nach ca. 2000 sec stellt sich ein Fließgleichgewicht ein, in dem 
am Kugelrand die maximale Fluoreszenzintensität vorliegt und zum 
Beadzentrum hin abnimmt. Die Konzentration der DMBA Moleküle ist über den 
gesamten Messzeitraum im Beadzentrum am geringsten. Somit konnte mit 
spektroskopischen Methoden die Vorhersage einer quasistationären DMBA 
Verteilung experimentell verifiziert werden.  
5.3.4.3 Genauigkeitsanalyse und Kalibrierung 
Nachdem im letzten Kapitel eine Methode zur orts- und zeitaufgelösten 
Erfassung von Fluoreszenz-Intensitätsverläufen in gelstabilisierten 
Zweiphasensystemen entwickelt wurde, wird diese nun auch zur 
Quantifizierung von Konzentrationen einsatzfähig gemacht. Um die 
Genauigkeit des Messsystems für Linienscans zu charakterisieren, wird die 
Wiederholpräzision des Verfahrens bestimmt. Hierzu wird der Kavität einer 
Mikrotiterplatte (Greiner, Bio-one, Solingen) DMBA Lösung verschiedener 
Konzentration zugegeben. DMBA wird in 50 mM KH2PO4/K2HPO4 Puffer mit 
einem pH-Wert von 8,5 gelöst und ist zur Verbesserung der Substratlöslichkeit 
zusätzlich mit 25% (v/v) DMF versehen. Die Nachweisgrenze nach der 
3-Methode in 5.2 beträgt cLOD=0,09 mM DMBA. 
Bild 62 Zur 
Bestimmung der 
Wiederholpräzision 
der Messstrategie 
wird die 
Fluoreszenzinten-
sität homogener 
DMBA Lösung in 
wässrigem Puffer 
entlang einer Linie 
vermessen. Für 
verschiedene 
Konzentrationen 
wird jede Linie in 
10 Messzyklen 
aufgenommen. 
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Die Messungen zur Bestimmung der Wiederholpräzision des Messverfahrens 
werden aus Gründen der Vergleichbarkeit mit den für Linienscans im 
gelstabilisierte Zweiphasensystem ermittelten optimalen Hardwareeinstellungen 
realisiert. Der anregende Kurzpulslaserstrahl wird durch das Objektiv in eine mit 
DMBA-Lösung gefüllten Kavität der Mikrotiterplatte fokussiert und regt dort die 
Fluoreszenz des Substrats an. In der Kavität wird für jede Konzentration die 
Fluoreszenzintensität entlang einer Linie mit einer Länge von 1,5 mm in 10 
Messzyklen aufgenommen. Die Standardabweichungen ergeben sich aus der 
Mittelung der 10 Messzyklen entlang der gesamten Linie, pro Konzentration 
sind 640 Werte gemittelt. Die Höhe der aufgetragenen Standardabweichungen 
in Bild 62 korreliert mit der Nominalkonzentration der Umgebungslösung. Je 
höher die Konzentration der gelösten DMBA Moleküle, desto größer wird die 
Standardabweichung, die relativen Standardabweichungen bleiben jedoch 
gleich groß. Die Abhängigkeit der Fluoreszenzintensität von der Konzentration 
verläuft jedoch weiterhin linear. Die Standardabweichungen beruhen einerseits 
auf dem statistischen Prozess der Fluoreszenzabstrahlung und sind zusätzlich 
von geringen Schwankungen der Laserleistung überlagert. Zum anderen legen 
sie eine Konzentrationsabhängigkeit offen, die eine weitere Untersuchung 
nahelegt. Zu diesem Zweck veranschaulichen abweichende Darstellungen der 
gleichen Messreihe in Bild 63 die Gründe für die Korrelation mit der 
Substratkonzentration. Die Auftragung der Intensität gegen den Messort 
verdeutlicht eine Abnahme der detektierten Fluoreszenz am Randbereich  
Bild 63 Bestimmung 
von 
Korrekturfaktoren 
für die Aufnahme 
von Linien. 
Aufgetragen ist die 
absolute 
Fluoreszenzintensität 
von DMBA gegen 
den Messort bzw. 
Pixelnummern (links) 
und die normierte 
Intensität mit 
Korrekturfaktoren 
(rechts). 
Objektivbedingte 
Signalverfälschungen 
nehmen zum Rand 
des Messbereiches 
hin zu. 
 
 
des effektiven Sichtfeldes des Objektivs. Die linke Seite von Bild 63 zeigt die 
absoluten Fluoreszenzintensitäten in Abhängigkeit von der DMBA 
Konzentration. Die Krümmung des ortsabhängigen Intensitätsverlaufs ist am 
deutlichsten bei hohen Konzentrationen zu erkennen. Die Normierung auf den 
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jeweiligen Maximalwert aller gemessenen Intensitätsverlaufe entlang des 
Objektivsichtfelds hebt den prinzipiellen Charakter der 
konzentrationsunabhängigen Korrelation der Signalstärke vom Messort hervor. 
Aufgetragen sind die relativen Intensitäten bezogen auf den Maximalwert der 
Bildfeldmitte der einzelnen Substratkonzentrationen gegen den Messort sowie 
der Mittelwert aus verschiedenen Konzentrationen der normierten Intensitäten 
je Pixel. Die Abweichungen der detektierbaren Fluoreszenz zwischen Zentrum 
des Sichtfeldes und dem Randbereich betragen bis zu 20%. Die aus dem 
Kehrwert der Abweichungen der normierten Intensitäten bestimmten 
Korrekturfaktoren sind ebenfalls im rechten Teil von Bild 63 aufgetragen. 
Die Signalstärke der Fluoreszenz hängt folglich vom Messort ab und die 
konzentrationsabhängige Standardabweichung bei der Messung der 
Wiederholpräzision folgt direkt aus den Signalverfälschungen im Randbereich 
der Linien. Deshalb ist es notwendig, die Geometrie des Laserfokus im 
Randbereich des Sichtfeldes genauer zu überprüfen. Um den Rand des 
Sichtfeldes auszuleuchten, muss die Anregungsstrahlung das Objektiv schräg 
durchlaufen. Die sphärische Aberration des Objektivs führt bei schrägem 
Lichteinfall zu einer unvermeidbaren Vergrößerung des Fokus, die mit einer 
verminderten Strahlungsintensität zur Multiphotonenanregung in 
wechselseitiger Beziehung steht. Bei der Bestimmung von ortsaufgelösten 
Intensitätsverläufen müssen die Intensitäten also zunächst pixelweise mit dem 
Verlauf der Signalintensität korrigiert werden. 
Die Existenz eines systematischen Fehlers muss bei nachfolgenden 
Untersuchungen in Betracht gezogen werden, und ist entscheidend für die 
Entwicklung einer Kalibrierroutine für die ortsaufgelösten 
Konzentrationsbestimmungen. Einerseits muss die Ortsabhängigkeit des 
Intensitätsverlaufs entlang der abgerasterten Linie berücksichtigt werden, 
andererseits muss der lineare Zusammenhang zwischen 
Nominalkonzentrationen und gemessenen Fluoreszenzintensitäten in eine 
Kalibrierroutine eingehen. Die Generierung einer Konzentrationsdarstellung der 
Intensitätsverläufe erfolgt nach dem Schema 
5.7 
 
 ),(),(~),( trctrItrI   , 
wobei zunächst die aufgenommenen Intensitätsrohdaten ),( trI   pixelweise mit 
den in Bild 63 bestimmten Korrekturfaktoren multipliziert werden, um ein von 
den Fokussiereigenschaften des Objektivs unabhängiges ),(~ trI   zu erhalten. Im 
Anschluss werden die korrigierten Intensitätsprofile auf die lineare 
Kalibriergrade projiziert, damit ortsaufgelöste Konzentrationsverläufe 
),( trc  dargestellt werden können. Die Aufnahme der Kalibriergeraden für 
Linienscans erfolgt unter Verwendung der gleichen Hardwareeinstellungen mit 
denen die Intensitätsprofile im dynamischen Experiment aufgezeichnet werden. 
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Zur Bestimmung der Kalibriergeraden werden Beads in organischen 
Reservoirlösungen definierter Substratkonzentration äquilibriert. Die 
äquilibrierten Beads werden in der konischen Haltevorrichtung in einer 
glasbeschichteten Mikrotiterplatte positioniert und die Kavität mit 
Reservoirlösung aufgefüllt.  
Nachdem die Korrekturfaktoren zum Ausgleich der Signalverfälschungen 
ermittelt wurden, müssen zur Aufnahme einer Kalibrierfunktion für jede 
Konzentration repräsentative Intensitäten bestimmt werden, die von der 
Messposition unabhängig sind. Daher werden lediglich die Intensitäten 
zwischen Pixelnummer 25 und 45 für die Kalibriergerade den Rohdaten 
entnommen. Somit wird sichergestellt, dass geometriebedingte 
Signalverfälschungen näherungsweise nicht zur Kalibrierfunktion beitragen. Bild 
64 zeigt den linearen Verlauf der Regressionsgeraden mit einem 
Bestimmtheitsmaß von R²=0,996. Aufgetragen sind die gemessenen 
Intensitäten gegen die nominalen Bulkkonzentrationen und die nach dem 
DMBA Partitionskoeffizienten korrespondierenden Anteile im Bead. Zu der 
Mittelung tragen je Konzentration 10 verschiedene Beads bei, von denen nur 
unverfälschte Intensitätsbereiche die Grundlage der Kalibrierung bilden. Die 
Nominalkonzentrationen im Bulk betragen 0, 100, 200, 300 und 400 mM. Die 
anregende Laserleitung beträgt 42 mW, die Aufnahmedauer beträgt 
entsprechend der Parameteroptimierung 8 sec. Da nach der durchgeführten 
Pixelselektion Beiträge objektivbedingter, systematischer Fehler zur 
Kalibriergeraden ausgeschlossen werden können, lassen sich die relativen 
Standardabweichungen von bis zu 25% als direkte Folge von 
Beadinhomogenitäten interpretieren. Die Fehlerbalken fallen größer aus, da die 
Anzahl der den jeweiligen Pixeln zugeordneten Photonen deutlich geringer ist 
als bei einer Kalibrierung von Mittelpunktsmessungen.  
Bild 64 Kalibrierung 
bei der 
Durchführung von 
Linienscans. Zur 
Aufnahme der 
Kalibrierfunktion 
werden für jede 
Konzentration 
lediglich 
repräsentative 
Intensitätswerte 
herangezogen, die 
näherungsweise 
unabhängig vom 
Messort sind. Die 
Aufnahme erfolgt 
mit den in 5.3.4.2 
bestimmten 
Parametern. 
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5.3.4.4 Kalibrierte Messreihen 
Nachdem die Größe der Korrekturfaktoren strahllagenbedingter Fehler 
pixelweise bestimmt wurde und eine vom Messort unabhängige Kalibriergerade 
aufgenommen werden konnte, wird im Folgenden exemplarisch vorgestellt, 
wie aus den Intensitätsrohdaten zeitaufgelöste Konzentrationsprofile erstellt 
werden. Eine optimierte Versuchsplanung legte offen, dass ein System mit einer 
Enzymkonzentration von 20 μg/ml und einer Startkonzentration von 300 mM 
DMBA im umgebenden Bulk (MIBK, Menge 300 μL) nach 2000 sec in einen 
Fließgleichgewicht relaxiert. Daher beträgt die gesamte Messdauer 2560 sec, 
aufgeteilt in 320 Messzyklen je 8 sec. Insgesamt werden an 64 
unterschiedlichen Positionen je 320 Messintervalle aufgezeichnet, was einer 
Gesamtzahl von 20480 Datenpunkten entspricht. Alle Messreihen werden mit 
dem in Kapitel 5.3.4.2 optimierten Parametersatz durchgeführt. Bild 65 zeigt 
den ortsaufgelösten Verlauf der Fluoreszenzintensität und der DMBA 
Konzentration im reaktiven Gesamtsystem entlang des Radius des Hydrogels. 
Jedem Orts-Zeit Koordinatenpaar sind Intensitätswerte bzw. Konzentrationen 
zugeordnet. Zu Messbeginn liegen die Intensitätswerte entlang des gesamten 
Radius im Bereich der Dunkelzählrate der Photomultiplier. Mit 
voranschreitender Zeit nimmt die Fluoreszenz aufgrund des DMBA Transports 
über die Phasengrenze und der anschließenden Diffusion im Hydrogel zu. In der 
Mitte der Kugeln steigt die Konzentration der DMBA Moleküle jedoch 
langsamer an, da einige Substratmoleküle während des Diffusionsprozesses 
bereits zu TMB umgesetzt werden. Nach 2000 sec stellt sich ein 
quasistationärer Zustand ein, bei dem die Konzentration der DMBA Moleküle 
vom Rand zur Kugelmitte aufgrund der Produktumsetzung kontinuierlich 
abnimmt. 
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Bild 65 
Vorgehensweise bei 
der Bestimmung von 
Konzentrations-
profilen unter der 
Berücksichtigung 
geometriebedingter 
Korrekturfaktoren. 
Zunächst werden die 
Intensitätsrohdaten 
aus a) 
fehlerkorrigiert. Die 
fehlerkorrigierte 
Darstellung in b) 
wird anschließend 
auf die 
Kalibriergerade 
projiziert um eine 
Darstellung der 
Konzentrations-
gradienten c zu 
erhalten, c). Die 
Projizierung auf die 
Kalibriergerade 
bewirkt keine 
weiteren qualitativen 
Änderungen. 
 
a) 
b) 
c) 
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Um eine Konzentrationsdarstellung zu generieren, wird das Intensitätsprofil a) 
zunächst durch die in Kapitel 5.3.4.3 vorgestellten Mittelwerte dividiert. Eine 
pixelweise durchgeführte Division durch Korrekturfaktoren führt zu einer 
Intensitätserhöhung an den Randbereichen des Linienscans. Eine 
Fehlerfortpflanzung mit den in Bild 63 ermittelten Standardabweichungen der 
wird ebenfalls durchgeführt.  
5.8 
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Hierbei stellt a die in Bild 63 entnommenen Standardabweichungen der 
normierten Intensitäten für jedes Pixel dar. Die Fehlergrenzen werden hierzu 
vorzeichenlos als Betrag definiert. Das Ergebnis der Fehlerfortpflanzung in Bild 
66 zeigt, dass die Fehler der Konzentrationsgradienten in allen Datenpunkten 
kleiner als 10% der gemessenen Werte ausfallen.  
Bild 66 Darstellung 
der Ergebnisse aus 
der Berechnung der 
Fehlerfortpflanzung 
der Intensaität.  
 
 
 
Die korrigierten Datensätze in Bild 65b) werden nun auf die Kalibriergerade 
projiziert, um eine zeitaufgelöste Darstellung c) der Konzentrationsgradienten 
zu erhalten. Die Projizierung auf die Kalibriergerade wandelt lediglich die 
Intensitäts- in Konzentrationswerte um, qualitative Änderungen treten 
aufgrund der linearen Korrelation von Intensität und Konzentration nicht auf. 
5.3.5 Ableitung von kinetischen Parametern aus Konzentrationsprofilen 
Im Folgenden wird exemplarisch gezeigt, wie aus zeitaufgelösten 
Konzentrationsprofilen kinetisch relevante Parameter abgeleitet werden 
können. Der Einsatz der hier vorgestellten Messverfahren der konfokalen 
Fluoreszenzspektroskopie ermöglicht die Identifikation der mechanistischen 
Reaktionskinetik einer enzymatisch katalysierten Reaktion. Die in Bild 67 
gezeigten Konzentrationsverläufe zwei weiterer Beads werden nach Zugabe 
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einer DMBA Konzentration in der Bulkphase von 400 mM entlang des 
Beadradius aufgezeichnet. Wie bereits beschrieben, stellt es sich als schwierig 
heraus, die exakten Positionen des Kugelrandes und des Mittelpunktes unter 
Verwendung von -Carrageenanbeads zu bestimmen. 
Bild 67 Kalibrierter 
Konzentrations-
verlauf bei Messung 
von DMBA entlang 
des Radius. Die 
exakte Position des  
Kugelrands und der 
Mitte können 
aufgrund der 
homogenen 
Carrageenan-
verteilung nicht 
bestimmt werden. 
Die DMBA 
Konzentration im 
Bulk beträgt 
400 mM, das 
applizierte Volumen 
300 μL. 
 
 
Die Datendichte der Messpunkte ist ausreichend, um aus den Ergebnissen der 
zeitaufgelösten DMBA Konzentrationsprofile die Parameter der 
Reaktionskinetik abzuleiten. 
Die im Rahmen dieser Arbeit aufgenommenen Datensätze ermöglichen es 
erstmals, alle für das Reaktionssystem relevanten Parameter wie Diffusion, 
Stofftransport über eine Phasengrenze und Enzymreaktion simultan 
identifizieren zu können (Zavrel, 2009). Andere Forschungsgruppen konnten 
lediglich einzelne Parameter schätzen, da alternative Methoden globale 
Messinformationen in der Bulkphase als experimentellen Datensatz verwenden. 
Die Messinformationen beinhalten keinerlei Ortsauflösung und werden nicht im 
sensitiven Messbereich der Hydrogele aufgenommen. Die geschätzten 
Parameter werden hierbei als unabhängig vom Reaktionssystem angenommen 
und erlauben nur qualitative Modellvorhersagen im Vergleich zu den 
experimentellen Ergebnissen für das Gesamtsystem (van Roon, et al., 2006). In 
anderen Studien werden nur Teile der Reaktionskinetik abgeleitet. Zum Beispiel 
konnte Concalves (Concalves et al., 2008) effektive Diffusionskoeffizienten im 
Gesamtsystem bestimmen, enzymkinetische Parameter wurden hingegen 
Experimenten ohne Enzymimmobilisierung entnommen. Im Gegensatz dazu 
schätzt Berendsen (Berendsen et al., 2006) enzymkinetische Parameter aus dem 
reaktiven Gesamtsystem, wohingegen effektive Diffusionskoeffizienten durch 
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empirische Korrelationen abgeleitet werden. Die im Rahmen dieser Arbeit 
aufgezeichneten Datensätze ermöglichen erstmals die Abschätzung aller 
relevanten Parameter, die für die Beschreibung eines detaillierten 
mechanistischen Modells aus Diffusion, Phasenübertritt und enzymatischer 
Reaktion notwendig sind. 
Basierend auf den hier vorgestellten Datensätzen beschreibt Zavrel dies 
ausführlich im Rahmen seiner Dissertation (Zavrel, 2009). Im Folgenden sollen 
lediglich die Ergebnisse kurz vorgestellt werden, deren Zustandekommen allein 
die konzertierte Vorgehensweise des MEXA-Ansatzes mit dem Einsatz orts- und 
zeitaufgelöster fluoreszenzspektroskopischer Messmethoden ermöglichte. Die 
Ergebnisse der Parameterschätzungen von Zavrel (Zavrel et al., 2009) sind in 
Bild 68 gezeigt. Um den benötigten numerischen Aufwand zu verringern und 
gleichzeitig das Rauschen zu minimieren, wird die Anzahl der Datenpunkte von 
20480 auf 400 unter Verwendung der „smoothing splines“ Methode (de 
Boor, 1978) reduziert. Hierbei wird die Datenmatrix ohne Informationsverlust 
geglättet und an acht verschiedenen Radialpositionen Konzentrationen zu 50 
verschiedenen Zeitpunkten aus der geglätteten Matrix extrahiert und angefittet.  
Wie Bild 68 zu entnehmen ist, beschreibt das kinetische Modell das 
experimentell bestimmte Verhalten prinzipiell an allen Radialpositionen zu 
jedem Zeitpunkt. Die größten Abweichungen treten am Randbereich der 
Kugeln auf. Hier liegt die gemessene Konzentration unter dem Wert der 
Modellvorhersage. Dieses Verhalten kann mehrere Ursachen besitzen. Zum 
einen ist es aufgrund der homogenen Gelverteilung bei der Verwendung von 
Carrageenanbeads schwieriger, die Lage des Kugelrands exakt zu bestimmen, 
als dies für Alginatbeads der Fall ist. Andererseits könnte auch eine höhere 
Enzymkonzentration im Randbereich für die Abweichungen verantwortlich sein, 
dazu bedarf es jedoch weiterer Untersuchungen. Höhere 
Enzymkonzentrationen am Beadrand wurden bereits bei Gelatin-Chitosan 
Partikeln (van Roon et al., 2005), sowie bei Alginatbeads mit gering 
konzentrierter Enzymbeladung beobachtet (Heinemann, 2003).  
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Bild 68 Fitergebnisse 
nach Anwendung 
der „smoothing 
splines“ Methode 
zur Glättung der 
Daten und 
Reduktion des 
Rechenaufwandes. 
Gezeigt sind 
geglättete Verläufe, 
Fits und Residuen, 
wobei DMBA 
Konzentrationen an 
unterschiedlichen 
radialen Positionen 
exemplarisch für 
zwei Beads gegen 
die Zeit aufgetragen 
werden. Nach 
(Zavrel et al., 2009). 
  
 
Die aus den Messdaten abgeleiteten kinetischen Parameter sind in Tabelle 3 
aufgelistet. Erstmals konnten auch Standardabweichungen angegeben werden, 
dies erleichtert die Evaluierung der Daten erheblich, denn dadurch erkennt man 
sofort, dass einzelne geschätzte Parameter in ihrer Güte stark divergieren.  
So besitzen die Gleichgewichtskonstante Keq, der Stofftransportkoeffizient des 
Produktes kA, sowie dessen Partitionskoeffizient PA, und die 
Diffusionskoeffizienten DA,eff vergleichsweise geringe Standardabweichungen, 
wohingegen die Produktparameter Stofftransportkoeffizient kP und 
Partitionskoeffizient PP, sowie die Michaeliskonstanten für das erste und zweite 
bindende Substrat KmA und KmB unter den gewählten Messbedingungen nicht 
identifizierbar sind. Dies folgt aus der messtechnischen Herangehensweise, da 
lediglich Substratkonzentrationen aufgenommen werden, 
Produktkonzentrationen hingegen wurden nicht quantifiziert. Bei der 
untersuchten Reaktion handelt es sich nicht um ein klassisches Michaelis-
Menten System. Da es sich jedoch um eine Reaktions des Typs A+A-> B 
handelt, ist es möglich, aus den Verläufen der Substratkonzentration auf 
Produktumsetzungen zu schließen. Die Umsatzrate kcatf und der 
Diffusionskoeffizient des Produktes DP,eff, besitzen zwar höhere relative 
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Standardabweichungen als die substratspezifischen Parameter, sind aber 
trotzdem identifizierbar. 
Tabelle 3: Aus Messdaten abgeleitete intrinsische kinetische Parameter, Standardabweichungen und Einheiten. Die Fülle der Parameter 
konnte allein durch die systematische Vorgehensweise sowie den Einsatz hochauflösender Messtechniken aus den aufgenommenen 
Daten abgeleitet werden. Zu den mit * gekennzeichneten Parametern ist es unmöglich eine quantitative Aussage zu treffen. 
Parameter Name Schätzung Standardabweichung Einheit 
kcatf Umsatzrate 45,27 21,07   s
-1 
Keq Gleichgewichtskonstante 1,418 0,175 mM
-1 
KmA Michaeliskonstante  0,147 0,117 mM 
KmB Michaeliskonstante 0,269 0,141 mM 
kA Stofftransportkoeffizient 1,9*10
-8 8,25*10-10 ms-1 
kP Stofftransportkoeffizient 7,3*10
-9 1,07*10-6   * ms-1 
PA Partitionskoeffizient 53,46 1,34  
PP Partitionskoeffizient 72,06 1,05*10
4   *  
DA,eff Diffusionskoeffizient 4,35*10
-10 1,57*10-11 m2s-1 
DP,eff Diffusionskoeffizient 1,60*10
-10 1,92*10-11 m2s-1 
 
5.4 Vergleich der effektiven Diffusionskoeffizienten 
Zuletzt werden die geschätzten Parameter und ihre Standardabweichungen des 
Substrats und des Produkts aus den drei örtlich verteilten Systemen miteinander 
verglichen. Trotz verschiedener Messstrategien und einer Betrachtung von 
teilweise gekoppelten kinetischen Phänomenen können effektive 
Diffusionskoeffizienten systemunabhängig aus den aufgenommenen 
Datensätzen geschätzt werden. Wie aus Tabelle 4 hervorgeht, konnten die 
effektiven Diffusionskoeffizienten des Substrats DMBA in allen untersuchten 
Systemen zu beinah identischen Werten aus den Verlaufskurven geschätzt 
werden. Die Standardabweichungen in dem Individualsystem und dem 
gekoppelten System mit Transportüberlagerung sind gering, im reaktiven 
Gesamtsystem fallen sie um eine Größenordung höher aus. Dennoch fallen sie 
Standardabweichungen auch hier noch deutlich geringer aus, als die in 
Veröffentlichungen mit 28% angegebenen (Polakovic et al., 2001). Ausgehend 
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von diesen Ergebnissen kann gefolgert werden, dass der Einfluss des 
organischen Lösungsmittels MIBK auf die Diffusion des Substrats gering ist. Die 
effektiven Diffusionskoeffizienten des Produktes hingegen scheinen vom dem 
jeweiligen System abzuhängen. Wie bereits beschrieben, präzipitiert das 
Produkt rasch und zusätzlich fallen sowohl dessen Reinheit sowie dessen 
Quanteneffizienz niedriger aus als beim kommerziell erhältlichen Substrat. 
Daher sind die Schätzungen der Produktparameter weniger verlässlich als die 
der Substratparameter. 
Tabelle 4: Vergleich der geschätzten effektiven Diffusionskoeffizienten. Die Schätzwerte des Einzelsystems wurden in den Kapiteln 
5.1.3 sowie 5.1.4 vorgestellt, die der von Stofftransport überlagerten Diffusion in dem Kapitel 5.2.4 und die des örtlich verteilten 
reaktiven Gesamtsystem in Kapitel 5.3.5 vorgestellt.  
 Diffusionskoeffizient Substrat 
DA,eff  
Diffusionskoeffizient Produkt 
DP,eff 
Einheit  m2s-1 m2s-1 
Diffusion 1010)004,0139,4(   1010)006,0261,2(   
Diffusion mit überlagertem 
Stofftransport über die 
Phasengrenzfläche 
1010)002,0248,4(   
 
1010)008,0110,3(   
Reaktives Gesamtsystem 1010)02,0350,4(   1010)2,0600,1(   
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6 Zusammenfassung und Ausblick 
Berührungslose Lasermessverfahren ermöglichen die Bestimmung von 
Verlaufskurven für die zeitaufgelöste Analyse von Konzentrationsprofilen im 
Inneren von Hydrogelbeads. Ein Durchmesser der gelstabiliserten Tropfen von 
2,6 mm setzt in situ Messtechniken voraus, die ein orts- und zeitaufgelöstes 
Konzentrationsmonitoring in kleinen Probenvolumina makroskopischer 
Hydrogeltropfen zulassen.  
Gelstabilisierte wässrig-organische Zweiphasensysteme haben sich als 
bedeutende Reaktionssysteme für enzymatisch katalysierte Prozesse bewährt. 
Ihre Verwendung vereinfacht maßgeblich die biokatalysierte Synthese 
hydrophober Feinchemikalien und Pharmazeutika. Ein Kontakt der Enzyme mit 
dem organischen Lösungsmittel bedingt eine reduzierte Aktivität des 
Biokatalysators. Aufgrund der Wechselwirkung zwischen organischem 
Lösungsmittel und Biokatalysator, ist es erforderlich, ein Reaktionssystem 
dahingehend auszuwählen, dass Katalysator und organisches Lösungsmittel 
räumlich voneinander getrennt sind. Hierbei hat sich eine Immobilisierung von 
Enzymen in wässrigen Hydrogelbeads als vielversprechender Ansatz 
herausgestellt. Die organische Bulkphase bildet ein Reservoir, in dem 
ausreichend Substrat gelöst werden kann und dient gleichzeitig als 
Extraktionsmedium des Produktes. Aufgrund des Partitionskoeffizienten 
diffundiert ein Teil des Substrats über die Phasengrenze in den 
enzymbeladenen Bioreaktor und wird dort anschließend zum Produkt 
umgesetzt. Das hydrophobe Reaktionsprodukt verlässt wiederum die wässrige 
Phase und kann abschließend aus der organischen Umgebung mit einfachen 
technischen Mitteln extrahiert werden. 
Bei der enzymkatalysierten Produktion von hydrophoben Feinchemikalien treten 
Überlagerungen kinetischer Phänomene auf, die für eine Beschreibung 
zunächst entkoppelt voneinander betrachtet werden müssen. Das Wechselspiel 
zwischen Diffusion im Inneren der Hydrogelkugeln, dem Stofftransport über die 
wässrig-organische Phasengrenze hinweg und der eigentlichen enzymatischen 
Reaktion wurde in mehreren Arbeitsschritten untersucht. Mit Hilfe eines 
multiphotonenfähigen konfokalen Laserscanning Mikroskops konnte erstmals 
die Verteilung eines Substrats mit beugungsbegrenzter mikroskopischer 
Auflösung zeitaufgelöst in Hydrogelkugeln vermessen werden. Ein 
Prismenkompressor verhindert dabei eine zeitliche Verbreiterung der 
ultrakurzen Laserpulse beim Durchtritt von optischen Materialien mittels einer 
symmetrischen Anordnung von Brewsterprismen. Die in dieser Arbeit 
geschaffenen Grundlagen ermöglichen somit die Bereitstellung universell 
einsetzbarer Lasermessverfahren für die ortsaufgelöste Bestimmung von 
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Konzentrationen und pH-Werten in streuenden Hydrogel Matrices. Auf 
mikroskopischer Skala mit einer Ortsauflösung von 25 μm und einer zeitlichen 
Auflösung von bis zu 5 sec wurden die Konzentrationen gelöster Reaktanden in 
sphärischen Hydrogelbeads quantifiziert. 
Bei Reaktionssystemen, in denen die Reaktion der enzymatischen Katalyse 
pH-getönt verläuft, wurde die Detektion von Verlaufskurven des 
Diffusionsprozesses beschrieben. Eine Analyse führte zu dem Ergebnis, dass 
eine Messung des Diffusionsverlaufs im Kugelmittelpunkt eine um bis zu zwei 
Größenordnungen bessere Genauigkeit der Bestimmung des effektiven 
Diffusionskoeffizienten mit sich bringt als bei der Anwendung konventioneller 
Techniken mit Probenahme in der Umgebungslösung. Dazu wurden Verläufe 
des pH-Wertes während der Eindiffusion dissoziierender Propionsäure mit Hilfe 
der zeitkorrelierten Fluoreszenzlebenszeitspektroskopie verfolgt. Bei dieser 
Methode wird eine statistische Verteilung der Zeitspanne zwischen Ankunft 
eines Photons am Einzelphotonenzähler und des anregenden Laserpulses 
bestimmt. Nach vielfacher Wiederholung der Prozedur entsprechen die so 
generierten Zeiten den Verweildauern der Farbstoffmoleküle im angeregten 
Zustand. Werden sie als Histogramm aufgetragen, erhält man die zugehörigen 
Fluoreszenzabklingkurven. 
Zunächst musste ein geeignetes Indikatorfarbstoffsystem gewählt werden, mit 
dem ein möglichst großer pH-Bereich bei gleichzeitig hoher Dynamik vermessen 
werden kann. Es wurde ein Farbstoff eingesetzt, der eine aus zwei 
Komponenten zusammengesetzte, biexponentiell abklingende Fluoreszenz 
aufweist. Die Anteile der kurzlebigen und langlebigen Komponente verschieben 
sich mit dem pH-Wert. Nach der systematischen Reduktion der Anzahl von 
Fitparametern und einer Untergrundkorrektur bei einer definierten 
biexponentiellen Fitprozedur konnte trotz der weiten Spanne des pH-Bereichs 
von pH 3,2 bis pH 6,8 eine Kalibrierfunktion erstellt werden. Diese ermöglicht 
eine Bestimmung des pH-Werts im Rand des pH-sensitiven Bereiches mit einer 
Genauigkeit von pH 0,2, im mittleren Bereich konnten pH-Werte mit einer 
Genauigkeit von pH 0,1 bestimmt werden.  
Im Anschluss wurde ein dynamisches Experiment gestartet, dessen zeitliche 
Auflösung eine Sekunde betrug. Nach Projektion der so gewonnenen 
Messdaten auf die Kalibrierfunktion konnten pH-Verlaufskurven während der 
Eindiffusion von Propionsäure in Alginat Hydrogelbeads aufgezeichnet werden. 
Ein Vergleich mit simulierten pH-Verläufen gemäß Fickscher und Nernst-Planck 
Diffusion lieferte den Beweis, dass in wässriger Umgebung lediglich das Nernst-
Planck Gesetz unter der Berücksichtigung der elektrischen Ladung der Teilchen 
den beobachteten Abfall des pH-Wertes im Kugelmittelpunkt der Alginat 
Hydrogele richtig beschreibt. Die zeitliche Präzision von 1 sec bei der 
Datenakquisition im Kugelmittelpunkt ermöglichte es erstmals, den MEXA 
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Arbeitsprozess erfolgreich zur Diskriminierung und Identifikation kinetischer 
Modelle in Hydrogelmatrices anzuwenden.  
Aufgrund der intrinsischen Fluoreszenz der Reaktanden im Reaktionssystem 
Benzaldehydlyase ließ sich eine direkte Beobachtung der 
Multiphotonenfluoreszenz zur zeitaufgelösten Detektion von 
Konzentrationsprofilen anwenden. Hierbei wurden zunächst die 
Diffusionsverläufe der an der Reaktion beteiligten Komponenten in 
-Carrageenanbeads unter Verwendung eines multiphotonenbasierten 
Messansatzes aufgenommen. Durch die Anpassung der Modelle an die 
gemessenen Verlaufskurven, konnten Diffusionsgeschwindigkeiten identifiziert 
werden, wobei keine signifikanten Abweichungen der Messdaten von den 
Modellvorhersagen auftraten. Ein Experiment mit gekoppelter Diffusion und 
Stofftransport über die Phasengrenzschicht im wässrig organischen 
Zweiphasensystem wurde gestartet und durch Modellanpassungen konnte eine 
Diffusionslimitierung des Transports festgestellt werden. Im letzten Schritt 
lieferten Linienscans entlang des Kugelradius im reaktiven gelstabilisierten 
Gesamtsystem zeitaufgelöste Konzentrationsprofile im Inneren der 
Hydrogelmatrices. Die Resultate der Messreihe mit einer Ortsauflösung von 
25 μm und einem Integrationsfenster von 8 s bei einer Gesamtmessdauer von 
2560 s und einer Datendichte von 20480 Punkten ermöglichten erstmals die 
gleichzeitige Schätzung von intrinsischen Reaktionsparametern und 
Stofftransportkoeffizienten. Damit konnte ein mechanistisches Modell validiert 
werden, das alle relevanten physikalisch-thermodynamischen Phänomene und 
Limitierungen im zweiphasigen Reaktionssystem aufdeckt und beschreibt.  
Um in Zukunft auch komplexere Reaktionssysteme untersuchen zu können, 
sollen die entwickelten Messmethoden auf mehrere spektrale Kanäle 
ausgeweitet werden. Mit Hilfe einer solchen multispektralen 
Multiphotonenlebenszeitspektroskopie könnten mehrere Reaktanden einer 
selektiv konkurrierenden enzymkatalysierten Reaktion simultan auf 
mikroskopischer Skala detektiert werden. Die so gewonnenen Informationen 
vertiefen das physikalische Verständnis der kinetischen Phänomene in wässrig 
organischen Zweiphasensystemen und ermöglichen ein verbessertes 
Reaktordesign und somit eine effizientere Enzymkatalyse. 
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8 Anhang 
8.1 Justage des Primenkompressors und Verifizierung von dessen Funktion  
Justage des Prismenkompressors 
Zur Einjustage des Lasers in das erste Prismenpaar des Prismenkompressors wird 
der Laserstrahl zunächst mit Hilfe zweier Lochblenden parallel zur Tischebene 
ausgerichtet und anschließend auf die Seitenfläche des ersten Prismas gelenkt. 
Das Prisma ist auf einem Prismentisch befestigt, der um 5°rotieren kann. Der 
Laserstrahl muss im Brewsterwinkel zur Flächennormalen auf die Seitenfläche 
des Prismas treffen. Das Licht tritt unter dem Brewsterwinkeln in das Prisma ein 
und wieder aus, so dass für p-polariserte Strahlung die Reflexionsverluste auch 
beim Einsatz unbeschichteter Prismen gering ausfallen. Um den Einfall im 
Brewsterwinkel sicherzustellen, wird der Prismentisch solange gedreht, bis der 
abgelenkte Strahl seinen Umkehrpunkt erreicht. Die Position des 
Umkehrpunktes legt den Brewsterwinkel fest. Nach Auffinden des 
Brewsterwinkels wird die Winkelposition des Prismentisches über die 
Stellschrauben fixiert die Höhe des gebrochen Strahls kontrolliert. Hierbei ist 
darauf zu achten, dass der Strahl immer auf gleicher Höhe parallel zur 
Tischebene propagiert. Daher wird die Strahlhöhe abgeglichen und ggf. durch 
Verkippen des Prismentisches korrigiert. Für eine exakte Bestimmung der Höhe 
empfehlen sich weite Strahlwege. Das Verkippen geschieht durch 
Stellschrauben auf der Unterseite des Prismentisches. 
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Bild 69 Erstes 
Prismenpaar auf 
Verschiebetisch. Des 
Weiteren ist der 
Strahlengang bei 
optimaler Justage 
eingezeichnet. 
 
 
Die Prozedur muss nun für das zweite Prisma des ersten Prismenpaares 
wiederholt werden. Da bei ist darauf zu achten, dass die Ecken der 
benachbarten Prismen möglichst nah beisammen stehen. Anschließend wird 
das erste Prisma des zweiten Prismenpaares auf einem Prismentisch positioniert 
und im Brewsterwinkel zum Laserstrahl ausgerichtet. Die grobe Einstellung der 
Gruppenlaufzeitdispersion (GLD) der Kompressoranordnung wird durch den 
Abstand der beiden Prismenböcke bestimmt. Der Abstand zwischen dem 
Scheitel von Prisma 2 des Prismenpaars 1 und Prisma 1 des Prismenpaars 2 wird 
so gewählt, dass die Gruppenlaufzeitdispersion aller im optischen Aufbau 
eingesetzten dispersiven Elemente (Isolator, Glan Laser Prisma und Objektiv) 
kompensiert wird. Zur Feinjustage der GLD ist ein Prismenpaar auf einem 
Präzisionstisch montiert und kann senkrecht zur Strahlrichtung bewegt werden. 
Dadurch ändert sich die Weglänge des Lichtes im Glas und damit die 
aufgeprägte GLD. 
Nach erfolgreicher Justage steht der zweite Prismenblock exakt 
punktsymmetrisch zum ersten Prismenpaar. Aufgrund der Winkeldispersion ist 
der Strahl nun in horizontaler Richtung gestreckt und besitzt die Form eines 
Strichs. Der gestreckte Strahl wird nun an einem Dachkantspiegel in der Höhe 
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versetzt. Zu diesem Zweck wird der Strahl von einem Spiegel um 90 aus der 
Tischebene nach oben abgelenkt. Hierbei muss darauf geachtet werden, dass 
der abgelenkte Strahl senkrecht auf der Tischebene steht. Dies lässt sich durch 
eine Justage mit Hilfe zweier Lochblenden, die an einer Stange befestigt sind 
und überhalb des unteren Spiegels der Dachkantanordnung positioniert 
werden, realisieren. Nach erfolgreicher Strahlausrichtung wird der obere 
Spiegel der Dachkantanordnung aufgesetzt, so dass der Strahl höhenversetzt in 
die Prismenblöcke reflektiert wird. Dabei ist darauf zu achten, dass der 
höhenversetzte Strahl den Weg des einfallenden, unteren Strahls nach der 
Ausrichtung über den oberen Spiegel der Dachkantanordnung 
spiegelsymmetrisch nachzeichnet. Nach Durchlaufen des ersten Prismenblock 
wird der am DKS reflektierte Strahl über einen 45° Umlenkspiegels aus dem 
Prismenkompressor ausgekoppelt. Der ausgekoppelte Strahl verlässt den 
Prismenkompressor aufgrund der natürlichen Divergenz aufgeweitet, wobei die 
Aufweitung des Strahls mit der Laufstrecke der Laserstrahlung variiert.  
Bild 70 Zweites 
Prismenpaar und 
Dachkantspiegel. 
 
 
Verifizierung der Funktion des Prismenkompressors 
Zur Verifizierung von dessen Funktion wird die Pulsdauer des Colquirit fs-
Laserstrahls nach Durchlaufen des Prismenkompressors sowie aller dispersiven 
optischen Elemente mit einem Autokorrelator (Mini Autokorrelator, APE GmbH, 
Berlin) gemessen. Da die Funktion des Prismenkompressors unter Verwendung 
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des Cr:LiSaf Oszillators verifiziert wird, muss zusätzlich ein Faraday Isolator in 
den Strahlengang integriert werden, um Rückreflexe in den Resonator zu 
unterdrücken. Der Aufbau für die Messung der Pulsdauer ist in Bild 71 
dargestellt. Der Strahl tritt aus dem Resonator aus, passiert den Faraday Isolator 
(FI) und wird durch einen Spiegel S in den Prismenkompressor eingekoppelt. 
Das erste Prismenpaar (BPP1) zerlegt die breitbandige Strahlung spektral, 
während das zweite Primenpaar (BPP2) die dem Strahl aufgeprägte 
Winkeldispersion wieder kollimiert. Nach Höhenversatz und Reflektion am 
Dachkantspiegel (DKS, siehe Kapitel 3.6) durchläuft die Kurzpulsstrahlung die 
Prismenanordnung erneut, wobei die transversale spektrale Zerlegung nun 
wieder räumlich überlagert wird.  
Bild 71 Aufbau zur 
Bestimmung der 
Pulsdauer nach 
zweifachem 
Objektivdurchlauf.  
FI bezeichnet den 
Faradayisolator, Q 
ein Deckglas aus 
Quarz und AK den 
Autokorrelator. Die 
weiteren 
Abkürzungen sind 
Kapitel 3.6 zu 
entnehmen.  
 
 
Der Auskoppelspiegel (AS) lenkt das Licht auf ein Deckgläschen aus Quarzglas 
(Q), das nach den Gesetzen der Fresnel-Gleichungen einen Teil der Strahlung in 
Abhängigkeit des Auftreffwinkels transmittiert und den anderen Teil reflektiert. 
Anschließend wird der transmittierte Anteil der Laserstrahlung mit einem 50x 
Objektiv auf einen Spiegel (S) fokussiert, wobei der Spiegel senkrecht 
gegenüber der optischen Achse des Objektivs ausgerichtet ist. Um zu 
gewährleisten, dass der Strahl nach der Reflektion am Spiegel wieder kollimiert 
aus dem Objektiv austritt, muss dessen Fokus auf der Oberfläche des Spiegels 
positioniert werden. Nach erneutem Durchlaufen des Quarzgläschens wird die 
reflektierte Strahlkomponente in den Autokorrelator (AK) eingekoppelt und 
durch Abzählen der Maxima der Autokorrelationsfunktion die Pulsdauer 
bestimmt.  
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Bild 72 
Autokorrelations-
funktion nach 
zweifachem 
Objektivdurchlauf. 
 
 
 
Unter Beobachtung der Autokorrelationsfunktion wird das erste Prismenpaar 
mehr oder weniger weit in den Strahlengang hineingeschoben, bis sich eine 
minimale Pulsdauer ergibt. An diesem Punkt wird die Gruppenlaufzeitdispersion 
aller eingesetzten optischen Elemente gerade durch den Prismenkompressor 
kompensiert.  
8.2 Abbildungsverzeichnis 
Bild 1 Gelstabilisierte wässrig organische Zweiphasensysteme. Die Hydrogele 
liefern den Enzymen eine wässrige Umgebung und sind in einer organischen 
Bulkphase suspendiert. 3 
 
Bild 2 Schematische Darstellung der Vorgehensweise der modellgestützten 
experimentellen Analyse (MEXA). 4 
 
Bild 3 Messplan für Zweiphasig wässrig-organische Reaktionssysteme. Der 
Messplan untergliedert sich in zwei Systeme. Untersucht werden die 
pH-getönte Eindiffusion von Propionsäure in Hydrogele, sowie das 
Reaktionssystem BAL in verschiedenen Schritten steigender Komplexität. 9 
 
Bild 4 Jablonski Diagramm als Energietermschema. 11 
 
Bild 5 Konfokale Abbildung (adaptiert nach Zeiss). 15 
 
Bild 6 Entstehung eines Speicher-histogramms nach mehrmaliger  
Wiederholung des Messprinzips 16 
 
Bild 7 Prinzip des zeitkorrelierten Einzelphotonen-zählens. 17 
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Bild 8 Arbeitsweise des CFD mit und ohne Zero Cross Trigger. Auf der  
linken Seite ist der zeitliche Versatz bei einer Amplituden-triggerung  
dargestellt, rechts im Bild der amplituden-unabhängige Zero Cross Trigger. 18 
 
Bild 9 Timing Diagramm für FLIM Messungen. 19 
 
Bild 10 Faltung der Instrumenten Antwort Funktion R(t) mit einem 
monoexponentiellen Intensitätsabfall. 21 
 
Bild 11 Beispiel für Original-Messdaten eines Abfalls  
der Fluoreszenzintensität und von SPC-Image berechnetem Fit.  
Die Fitfunktion setzt sich zusammen aus einem monoexponentiellen 
Fluoreszenzabfall gefaltet mit IRF (Instrument Response Funktion). 22 
 
Bild 12 a) Der Lebenszeitindikator HPTS wird an verschiedenen Positionen in 
Hydrogelbeads vermessen (100, 200 und 1150 mm). Der Kugeldurchmesser 
beträgt 2,4 mm. Die integrierte Intensität ist aufgrund von Streuverlusten  
vom Messort abhängig. 23 
 
Bild 13 Blockdiagramm des experimentellen Aufbaus. 30 
 
Bild 14 Messschema am Hydrogelbead. Der fokussierte Laserstrahl tritt  
durch den Glasboden der Kavität einer Mikrotiterplatte in ein Hydrogelbead 
(HGB) ein, das auf einem konisch zulaufenden Dreibein (DB) fixiert ist. Im 
Volumen Vf in Inneren der Polymerkugel mit dem Radius r wird Fluoreszenz 
angeregt. 32 
 
Bild 15 Veranschaulichung des Astigmatismus durch die brechungsindex-
bedingte Linsenwirkung des Hydrogels in organischer Umgebungslösung. 
Gezeigt sind vier Strahlenbündel entlang des Radius, der Glasboden der 
Mikrotiterplatte (Glas), die Umgebungslösung (MIBK) und die Hydrogelkugel 
(HGB). 33 
 
Bild 16 Die Wertepaare der Grafiken werden mit Zeemax erstellt. 34 
 
Bild 17 Geometrische Betrachtung zur Bestimmung des korrigiertem  
Radius rk. 35 
 
Bild 18 Beispielskizze für ein wässrig-organisches Zweiphasensystem mit 
Konzentrations-sprung an der Phasengrenze. Im reaktiven Gesamtsystem  
im quasistationären Gleichgewicht steigt die Substratkonzen-tration zum 
Kugelrand an. An der Phasengrenze kommt es aufgrund der verschiedenen 
Löslichkeiten des Substrats in wässriger und organischer Umgebung zu  
einem Konzentrationssprung. 36 
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Bild 19 Der experimentelle Aufbau unterteilt sich in die fünf wesentlichen 
Komponenten Prismenkompressor, Strahlformung, Laserscanning  
Mikroskop, Probenträger und Detektion. 43 
 
Bild 20 Charakterisierung des Spektrums bei einer gewählten 
Zentralwellenlänge von 723 nm 47 
 
Bild 21 Intensitätsverteilung im Laserfokus und Quadrat der Intensität unter 
Verwendung von Objektiven unterschiedlicher numerischer Apertur. Das 
Intensitätsquadrat ist proportional zur Zweiphotonen Anregungs-
wahrscheinlichkeit. 49 
 
Bild 22 Falschfarben-darstellung der Intensitätsverteilung im Laserfokus für 
Objektive unterschiedlicher numerischer Apertur. Zusätzlich ist im unteren  
Teil der Abbildung das Intensitätsquadrat dargestellt. 49 
 
Bild 23 Transmissions-spektrum von -Carrageenan Hydrogelen. 50 
 
Bild 24 Wärmeübertrag ins Hydrogel unter Annahme verschiedener 
Absorptionen und unterschiedlicher mittlerer Leistungen. 53 
 
Bild 25 Visualisierung der Diffusion von Coumarin 153. Dunkle Farbtöne 
bedeuten niedrige Farbstoffkonzen-trationen, helle deuten auf hohe 
Konzentrationen hin. a) Zu Messbeginn fluoresziert nur die Bulkphase; 56 
 
Bild 26 Ortsaufgelöste Darstellung  des Intensitätsverlaufs der Diffusion  
entlang einer Linie, die über Bulk und Kugelrand zum Zentrum führt. Links  
ist eine 3d-Darstellung zu sehen, rechts eine 2d-Falschfarben-darstellung,  
in der verschieden hohe Intensitätsbereiche eine andere Farballokation  
erhalten. 57 
 
Bild 27 Verlauf der Diffusion von Coumarin 153 im Mittelpunkt der 
Alginatbeads. 58 
 
Bild 28 Zeitaufgelöster Intensitätsabfall des Indikatorfarbstoffes Acridin bei 
pH 5,3 und pH 7,4. Die Fluoreszenz wird bei 405 nm mit 20 MHz angeregt.  
Die Zeitauflösung pro Detektionskanal beträgt 815 fs. 61 
 
Bild 29 Kalibrierfunktion Acridin. 62 
 
Bild 30 Zeitaufgelöster Intensitätsabfall des Indikatorfarbstoffes Resorufin  
bei pH 3,5 und pH 5,6. Die Fluoreszenz wird bei 405 nm mit 20 MHz  
angeregt. Die Zeitauflösung pro Detektionskanal beträgt 815 fs. 64 
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Bild 31 Erweiterung des kalibrierfähigen pH-Bereiches durch Anpassung und 
Optimierung der Fitroutine. pH-Werte, bei denen das Amplituden-verhältnis 
von protonierter und deprotonierter Spezies nicht mehr differenzierbar ist,  
sind als ausgefüllte Symbole dargestellt.  a) Aufgetragen sind die Anteile der 
Komponenten A und B ohne Optimierung der Fitroutine. 65 
 
Bild 32 Untersuchung des Einflusses der Gelmatrix auf die Kalibrierfunktion. 67 
 
Bild 33 Vergleich der Messunsicherheit der bei der optischen  
pH-Bestimmung zwischen Acridin und Resorufin. 68 
 
Bild 34 Rohdaten des pH-getönten Diffusionverlaufs bei der Eindiffusion  
von Propionsäure in Alginathydrogele. Anteile der protonierten Spezies an  
der Resorufinfluoreszenzgewonnen aus biexponetiell angefitteten  
Rohdaten. Die Messung erfolgt im Kugelmittelpunkt. 69 
 
Bild 35 Zeitaufgelöster pH-Verlauf bei der Diffusion von Propionsäure in 
Kalzium-Alginat-hydrogele im Kugelmittelpunkt.     a) Simulierte Verläufe von 
Fick`scher und Nernst-Planck`scher Diffusion. 70 
 
Bild 36 Anregungs- und Emissionspektrum von DMBA, det = Detektions-
wellenlänge bei der Aufnahme des Anregungs-spektrums, an = Anregungs-
wellenlänge bei der Aufnahme des Emissionsspektrums. 72 
 
Bild 37 Anregungs- und Emissionspektrum von TMB, det = Detektions-
wellenlänge bei der Aufnahme des Anregungs-spektrums, an = Anregungs-
wellenlänge bei der Aufnahme des Emissionsspektrums. 73 
 
Bild 38 Beispiel für die Beobachtung der Diffusion von DMBA in eine 
Hydrogelkugel. Die Messung der Multiphotonen-fluoreszenz erfolgt im 
Kugelmittelpunkt. Aufgetragen ist nur jeder fünfte Messpunkt.  
Die Anregungs-wellenlänge des Lasers beträgt 723 nm, die mittlere 
Leistung beträgt 120 mW. 74 
 
Bild 39 Bestimmung der Wiederholpräzision des Messsystems.  
Zur Bestimmung der Wiederholpräzision der Messanordnung wird homogen 
gelöstes DMBA in wässrigem Puffer vermessen. Für verschiedene 
Konzentrationen werden jeweils 12 Intervalle a 5 sec an der gleichen  
Position gemessen. Die mittlere Leistung der anregenden Strahlung  
beträgt Pm= 120 mW 75 
 
Bild 40 Diffusionsverlauf von DMBA im Kugelmittelpunkt. Aus Gründen der 
Übersichtlichkeit ist nur jeder zehnte aufgenommene Messpunkt dargestellt. 77 
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Bild 41 Kalibriergerade für die Konzentrations-bestimmung von DMBA. 
Aufgetragen sind die Mittelwerte aus Messungen an 10 verschiedenen 
Beads im Kugelmittelpunkt. Das Bestimmheitsmaß der Kalibriergerade  
beträgt R²=0,986. Um eine bessere Statistik zu erhalten, werden die  
Konzentrationen in mehreren Beads gemessen. 78 
 
Bild 42 Kalibrierte Diffusionsverläufe. Aufgetragen ist die DMBA  
Konzentration im Kugelmittelpunkt gegen die Zeit. 79 
 
Bild 43 Anpassungsergebnis einer wässrigen DMBA Diffusion bei einer 
Bulkkonzentration von 25 mM (Zavrel 2009). 80 
 
Bild 44 Visualisierung der Radienverhältnisse nicht ideal sphärischer Beads. 80 
 
Bild 45 Intensitätsverlauf bei der Eindiffusion von TMB in -Carrageenan 
Hydrogelbeads, aufgezeichnet im Beadzentrum. 81 
 
Bild 46 Kalibriergerade für die Konzentrations-bestimmung. Aufgetragen  
sind die Mittelwerte aus Messungen an 10 verschiedenen Beads im 
Kugelmittelpunkt. Das Bestimmheitsmaß der Kalibriergerade beträgt  
R²=0,999. Um eine bessere Statistik zu erhalten werden die  
Konzentrationen in mehreren Beads gemessen. 82 
 
Bild 47 Darstellung der Variationsbreite der Diffusionsverläufe durch 
uneinheitliche Gelbeads. 83 
 
Bild 48 Kalibrierte Verläufe der TMB Diffusion. Nach Zugabe der Bulklösung  
mit den Konzentrationen 1 mM, 2 mM und 3 mM beginnt der  
Konzentrationsausgleich, der im Beadzentrum aufgezeichnet wird. 83 
 
Bild 49 Intensitätsverlauf einer sich verdichtenden Polymermatrix. Um den 
Ausgleich der Wasserkonzentration zu bewerkstelligen werden der Gelmatrix 
Wassermoleküle entzogen. Dies führt zu einem Schrumpfen der Kugeln und 
einer Dichteerhöhung des Polymers, was sich in fallenden Zählraten 
widerspiegelt. 87 
 
Bild 50 Kalibriergerade gekoppelte Diffusion und Stofftransport für DMBA, 
aufgenommen im Beadmittelpunkt. Die Bulkkonzentrationen korrespondieren 
nach dem Partitionskoeffizient PS=52,46 mit den oben aufgetragenen 
Konzentrationen im wässrigen Bead. 
 88 
Bild 51 Verlauf des diffusions-gekoppelten Transports über die  
Phasengrenze im Mittelpunkt der Beads. Um die Lesbarkeit zu erhöhen  
ist nur jeder 15. Messpunkt aufgetragen. 
 89 
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Bild 52 Kalibriergerade und Verlaufskurven unter Verwendung des  
organischen Lösungsmittels MIBK als Blukreservoir. Die Diffusion ist von 
Stofftransport über die Phasengrenzfläche überlagert. 91 
 
Bild 53 Kalibriergerade von  Diffusion und überlagertem Phasenübertritt für 
TMB, aufgenommen im Mittelpunkt der Gelbeads. 92 
 
Bild 54 Diffusion und überlagerter Stofftransport von TMB aus dem Hydrogel 
in die Bulkphase. 93 
 
Bild 55 Quenchingverhalten von DMBA TMB Mischlösungen in  
wässriger Phase mit 50 mW Anregungsleistung mit einer  
Zentralwellenlänge von 723  nm. Untersucht wird der Einfluss einer TMB 
Zugabe auf die Intensität der Fluoreszenz des Analyts DMBA. 98 
 
Bild 56 Quenchingverhalten von DMBA TMB Mischlösungen in wässriger  
Phase mit 200 mW Anregungsleistung. 99 
 
Bild 57 Kalibriergerade für die Messung des Reaktionsverlaufs im 
Kugelmittelpunkt. Aufgetragen sind die Nominalkonzen-trationen der 
Umgebungslösung und nach dem Partitionskoeffizient korrespondierende 
Konzentrationen in wässrigen Hydrogelen 100 
 
Bild 58 Verlauf der DMBA Konzentration des reaktiven Gesamtsystems im 
Beadmittelpunkt. Die DMBA Konzentration in der Bulkphase  
beträgt 300 mM. 101 
 
Bild 59 Vergleich des Reaktions- und Transportsverlauf in der Beadmitte. 
Dargestellt ist der zeitliche Verlauf der DMBA Konzentration 102 
 
Bild 60 Ortsaufgelöster Verlauf der Fluoreszenz-intensität von DMBA bei 
Diffusion in Carrageenan Hydrogeltropfen. Die Ortauflösung der über den 
Kugelrand hinaus gemessenen Intensität beträgt 128 Pixel,  
was einer Pixelgröße von 11,7 μm entspricht. 105 
 
Bild 61 Ortsaufgelöster Verlauf der Fluoreszenz-intensität von DMBA bei 
Diffusion in enzymbeladenen Hydrogeltropfen. Die Ortauflösung  
der über den Kugerand hinaus gemessenen Intensität beträgt 64 Pixel, was 
einer Pixelgröße von 23,4 μm entspricht. Gezeigt sind eine Falschfarben-
darstellung sowie ein 3d Plot der Konzentrations-gradienten 107 
 
Bild 62 Zur Bestimmung der Wiederholpräzision der Messstrategie wird die 
Fluoreszenzinten-sität homogener DMBA Lösung in wässrigem Puffer  
entlang einer Linie vermessen. Für verschiedene Konzentrationen  
wird jede Linie in 10 Messzyklen aufgenommen. 108 
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Bild 63 Bestimmung von Korrekturfaktoren für die Aufnahme von Linien. 
Aufgetragen ist die absolute Fluoreszenzintensität von DMBA gegen den 
Messort bzw. Pixelnummern (links) und die normierte Intensität mit 
Korrekturfaktoren (rechts). Objektivbedingte Signalverfälschungen nehmen 
zum Rand des Messbereiches hin zu. 109 
 
Bild 64 Kalibrierung bei der Durchführung von Linienscans. Zur Aufnahme  
der Kalibrierfunktion werden für jede Konzentration lediglich  
repräsentative Intensitätswerte herangezogen, die näherungsweise  
unabhängig vom Messort sind. Die Aufnahme erfolgt mit den in 5.3.4.2 
bestimmten Parametern. 111 
 
Bild 65 Vorgehensweise bei der Bestimmung von Konzentrationsprofilen  
unter der Berücksichtigung geometriebedingter Korrekturfaktoren.  
Zunächst werden die Intensitätsrohdaten aus a) fehlerkorrigiert. Die 
fehlerkorrigierte Darstellung in b) wird anschließend auf die  
Kalibriergerade projiziert um eine Darstellung der  
Konzentrationsgradienten c zu erhalten, c). Die Projizierung auf die 
Kalibriergerade bewirkt keine weiteren qualitativen Änderungen. 113 
 
Bild 66 Darstellung der Ergebnisse aus der Berechnung der  
Fehlerfortpflanzung der Intensaität. 114 
 
Bild 67 Kalibrierter Konzentrations-verlauf bei Messung von DMBA entlang  
des Radius. Die exakte Position des  Kugelrands und der Mitte können 
aufgrund der homogenen Carrageenan-verteilung nicht bestimmt werden.  
Die DMBA Konzentration im Bulk beträgt 400 mM, das applizierte Volumen 
300 μL. 115 
 
Bild 68 Fitergebnisse nach Anwendung der „smoothing splines“ Methode zur 
Glättung der Daten und Reduktion des Rechenaufwandes. Gezeigt sind 
geglättete Verläufe, Fits und Residuen, wobei DMBA Konzentrationen an 
unterschiedlichen radialen Positionen exemplarisch für zwei Beads gegen  
die Zeit aufgetragen werden. Nach (Zavrel et al., 2009). 117 
 
Bild 69 Erstes Prismenpaar auf Verschiebetisch. Des Weiteren ist der 
Strahlengang bei optimaler Justage eingezeichnet. 132 
 
Bild 70 Zweites Prismenpaar und Dachkantspiegel. 133 
 
Bild 71 Aufbau zur Bestimmung der Pulsdauer nach zweifachem 
Objektivdurchlauf. 134 
 
Bild 72 Autokorrelations-funktion nach zweifachem Objektivdurchlauf. 135 
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Bild 73 Strukturformeln von Benzaldehyd und (R)-Benzoin sowie die 
Veranschaulichung des Mechanismus zur BAL-katalysierten Carboligation von 
(R)-Benzoin. 147 
 
8.3 Abkürzungsverzeichnis 
AR  antireflex-Beschichtung 
ADC   analog digital converter 
a.u.   arbitrary units (willkürliche Einheiten) 
BAL   Benzaldehydlyase 
CFD  constant fraction discriminator 
CLSM  konfokale Laserscanning Mikroskopie  
Cr:LiSaf  Colquirit Kristall 
DMBA   3,5-Dimethoxy Benzaldehyd 
DMF   Dimethylformamid 
FLIM  Fluorescence Lifetime Imaging 
FTIR  Fourier Transfromations IR Spektroskopie  
GLD  Gruppenlaufzeitdispersion 
HTPS  8-Hydroxypyranin-1,3,6-Trinatriumsulfonat 
IR   infrarote Strahlung 
IRF   instrument response Function 
MIBK   Methylisobutylketon 
MEXA   model-based experimental analysis 
NA    numerische Apertur 
NDD  non descanned Detektoren 
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NIR   nahinfrarote Strahlung 
NMR  Kernspinresonanzspektroskopie 
PGA   programmable gain ampilfier  
PMT  photomultiplier tube 
SFB   Sonderforschungsbereich 
SPC   Single Photon Counting 
TAC   time to analog converter 
TCSPC   time correlated single Photon counting 
TEM00  transversale elektromagnetische 00 Mode  
ThDP  Thiamindiphosphat 
TiSa  Titan-Saphir-Kristall 
TMB  (R)-3,3',5,5'-Tetramethoxybenzoin 
Tris   Tris (Hydroxymethyl)-aminomethan 
UV   ultraviolette Strahlung 
8.4 Variablenverzeichnis 
a   Gewichtungsfaktor 
a    Prismenabstand    m 
a   Koeffizient 
A    Gewichtungsfaktor 
b   Glaslänge     m 
b   Koeffizient 
B    Gewichtungsfaktor 
c   Konzentration     m 
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c   Lichtgeschwindigkeit    ms-1 
ck   Entwicklungskoeffizient 
cp   spezifische Wärmekapazität   J(kg·K)
-1 
d   Strecke      m 
D   Diffusionskoeffizient    m2s-1 
E   Energieeigenwerte    eV 
f   Repetitionsrate    s-1 
F    Faradaykonstante    As mol-1 
F   Fluoreszenzintensität    a.u. 
I   Intensität auf dem Photomultiplier  a.u. 
I   Laserintensität     Wm-2 
H   Hamilton Operator    eV 
    Plancksches Wirkungsquantum  eVs 
J   Teilchenstromdichte    m−2 s−1 
K   Wärmeleitfähigkeit    W(m·K)-1 
k   Übergangsrate     s-1 
kcatf   Umsatzrate      s
-1 
Keq   Gleichgewichtskonstante   mM
-1 
KmA   Michaelis Konstante für erstes Substrat mM 
KmB   Michaelis Konstante für zweites Substrat mM 
kA   Stofftransportkoeffizient des Substrats ms
-1 
kP   Stofftransportkoeffizient des Produktes ms
-1 
m   Steigung der Kalibriergeraden   1/mM 
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Ni   Anzahl übergehender Moleküle pro  
Zeitintervall 
n   Anzahl 
p   Leistungsdichte    Wm-3 
P   mittlere Leistung    W 
P    Partitionskoeffizient 
r   Radius      m 
R    Instrumenten Antwort Funktion  a.u. 
Rm   molekulare Gaskonstante   J mol
-1 K-1 
R2   Bestimmtheitsmaß  
t   Zeit       s 
tp   Pulsdauer     s 
T   Temperatur     °K 
V    Volumen     m3 
w0   Radius der Strahltaille    m 
x   Länge      m 
z   axiale Position     m 
zr   Rayleighlänge     m 
zi   Ladung der Teilchen     
 
   Absorptionskoeffizient    m-1 
   Fehlerfunktion     
2   Zweiphotonen Wirkungsquerschnitt  m4s 
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   Delta Funktion 
   Extinktionskoeffizient    mM-1 m-1 
   frequenzabhängige Phase 
´´   Gruppenlaufzeitdispersion   fs2 
   Eigenfunktion 
   Rate abstrahlender Übergänge   s-1 
   Elektrostatisches Potential   Ws 
   Wellenlänge     m 
0   Zentralwellenlänge    m 
   Kreiszahl 
   Dichte      kg/m-3 
   Standardabweichung 
   Fluoreszenzlebensdauer   s 
0   Frequenz der Zentralwellenlänge  s-1 
   Kreisfrequenz     s-1 
   Wellenfunktion  
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405 nm ps-Diodenlaser PicoQuant GmbH, Berlin, Deutschland 
Diodentreiber Sepia II, PicoQuant GmbH, Berlin, Deutschland 
Autokorrelator Mini Autokorrelator, APE GmbH, Berlin 
Raman Spektrometer Imaging Spectrograph SP-2300i, S&I GmbH, 
Warstein 
Leistungsmessgerät Newport, Modell 840-C, Darmstadt, Deutschland 
Einzelphotonenzähler H7422P-40, Hamamatsu Photonics GmbH, 
Herrsching, Deutschland 
NDD Photomultiplier R943-02, Hamamatsu Photonics GmbH, 
Herrsching, Deutschland 
TCSPC Board SPC 830 Becker&Hickl, Berlin, Deutschland 
Refraktometer Atogo DR-M200, Kleinfeld, Deutschland 
 
8.6 Mechanismus der Benzaldehydlyase Katalyse von aromatischen Aldehyden 
Bild 73 
Strukturformeln von 
Benzaldehyd und 
(R)-Benzoin sowie 
die 
Veranschaulichung 
des Mechanismus 
zur BAL-katalysierten 
Carboligation von 
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8.7 Glossar 
Bulk  
Die Umgebungslösung, die in einem örtlich verteilten Zweiphasensystem als 
Substratreservoir und Produktextraktionsmedium fungiert wird als Bulk 
bezeichnet. 
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Carboligation 
Eine Carboligation bezeichnet die Knüpfung einer C-C-Verbindung. Im Falle des 
untersuchten Reaktionssystems der Benzaldehydlyase (BAL) werden zwei DMBA 
Moleküle miteinander über eine Carboligation zum Reaktionsprodukt TMB 
verknüpft. 
Chromatographie 
Die Chromatographie ermöglicht die Auftrennung eines Stoffgemisches durch 
die verschiedene Verteilung seiner Einzelsubstanzen in eine mobile und 
stationäre Phase. Chromatographische Prozesse finden sowohl in der 
Produktion als auch in der chemischen Analytik Anwendung bei der 
Aufreinigung und Trennung von Stoffgemischen in einheitliche Inhaltsstoffe. 
Enzym 
Enzyme bezeichnen Proteine mit katalytischer Funktion, die in der Lage sind, 
biochemische Reaktionen, Vitalfunktionen beim Stoffwechsel, kopieren oder 
Transkribieren von Erbinformationen spezifisch steuern. 
Fallfilmreaktor  
Fallfilmreaktoren kommen in der technischen Chemie und der 
Verfahrenstechnik dort zum Einsatz, wo gasförmige Phasen mit einer Flüssigkeit 
beladen oder eine Flüssigkeit von einem Gas abgetrennt wird. Ein traditionelles 
Anwendungsgebiet ist z.B. die Abluftreinigung. Hierbei strömt das Gas durch 
eine parallele Anordung von Röhren an denen ein haftender Flüssigkeitsfilm mit 
niedriger Fließgeschwindigkeit herunter strömt. Der Film der Waschflüssigkeit 
stellt die Reaktionsfläche für den Stoffübertrag dar. 
Hydrogel  
Hydrogelbeads sind gelstabilsierte Tropfen, die den biologisch aktiven Enzymen 
eine wässrige Umgebung bereitstellen. 
Inverses Problem 
Bei einem mathematischen inversen Problem wird von den beobachteten 
Wirkungen des Systems auf die der Wirkung zugrunde liegenden Ursachen 
geschlossen. 
Modellidentifikation 
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Modellidentifikation ist eine generelle Bezeichnung um mathematische 
Werkzeuge und Algorithmen zu beschreiben, die aus gemessenen Datensätzen 
dynamische Modelle erstellen. 
Parameterschätzung 
Die Parameterschätzung stellt ein Teilgebiet der Statistik und der 
Signalverarbeitung dar, das sich mit der Schätzung von Parameterwerten aus 
gemessenen oder empirischen Datensätzen beschäftigt.  
Phasengrenze 
Als Phasengrenze wird die Grenzfläche von zwei nicht mischbaren Phasen 
bezeichnet. Die Stoffe können auch in verschiedenen Aggregatzuständen 
vorliegen. In der vorliegenden Arbeit werden ausschließlich wässrig organische 
Phasengrenzen betrachtet, wobei beide Phasen im flüssigen Aggregatzustand 
vorliegen. 
Selektivität 
In selektiv konkurrierenden Reaktionsystemen wird von mehreren möglichen 
Reaktionsprodukten eines bevorzugt gebildet oder umgesetzt. 
Sensitivitätsanalyse 
Eine Sensitivitätsanalyse bezeichnet das Studium der qualitativen und 
quantitativen Variation der Ausgabe eines mathematischen Modells unter 
Veränderung der Eingangsparameter. 
Stofftransport 
Stofftransport bezeichnet einen Transport durch Poren oder Membranen und 
wird passiv durch Diffusion, Osmose oder Kapillarwirkungen betrieben. Die 
treibende Kraft des Stofftransports ist ähnlich wie bei Diffusionen ein Potential- 
oder Konzentrationsgradient. 
Substrat 
Als Substrate werden die Edukte in der Enzymatik bezeichnet, die als 
Ausgangsstoff in einer katalytischen Reaktion von einem Enzym umgesetzt 
werden. 
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